Aberrante Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase FLT3 in der akuten myeloischen Leukämie by Reindl, Carola
 Aus der  
Medizinischen Klinik und Poliklinik III - Großhadern 
der Ludwig-Maximilians-Universität München 








Aberrante Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase FLT3 







Dissertation zum Erwerb des Doktorgrades der Humanbiologie 















Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät 





















Prof. Dr. W. Hiddemann 
Prof. Dr. R. Rupp 
  
Mitberichterstatter: Priv. Doz. Dr. Ch. Straka 
Prof. Dr. J. P. Johnson 
 
Mitbetreuung durch den promovierten 
Mitarbeiter: 
 




Prof. Dr. med. D. Reinhardt 
 










An dieser Stelle möchte ich mich bei allen bedanken, die zum Gelingen dieser Arbeit 
beigetragen haben. Mein besonderer Dank gilt: 
 
Herrn Prof. Dr. Wolfgang Hiddemann für die Möglichkeit, diese Arbeit in seiner 
Arbeitsgruppe anzufertigen und die Betreuung dieser Arbeit. 
 
Herrn Priv. Doz. Dr. Karsten Spiekermann für die stets freundliche Unterstützung und 
aktive Betreuung dieser Arbeit, besonders für seine Diskussionsbereitschaft, seinen 
wissenschaftlichen Rat und die Korrektur dieser Arbeit. 
 
Frau Priv. Doz. Dr. Susanne Schnittger für die Analyse der AML-Patientenproben, Herrn 
Dr. Hilmar Quentmeier für die Analyse der AML- und ALL-Zelllinien und Frau Gudrun 
Mellert für die technische Assistenz im Labor für Leukämiediagnostik. 
 
Der gesamten „Spiekermann“-Arbeitsgruppe – allen ehemaligen und momentanen 
Mitgliedern - für die hervorragende Zusammenarbeit und das angenehme Arbeitsklima im 
Labor. Insbesondere danke ich Ruth, Sabine und Ksenia für die nette Unterstützung und 
stete Hilfe in der Anfangszeit und Sridhar für viele wissenschaftliche und nicht-
wissenschaftliche Diskussionen, die Einführung in die indische Lebensweise und viele 
Tassen Tee während des Schreibens dieser Arbeit.  
Allen anderen Mitgliedern der KKG Leukämie für die jederzeit vorhandene Hilfsbereitschaft 
und die äußerst nette und freundschaftliche Atmosphäre, die diese Gruppe auszeichnet 
und den Laboralltag sehr angenehm gestaltet hat! 
 
Meinen Eltern, meinem Bruder und allen Freunden, die mich stets unterstützt haben und 


















Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden zum Teil in folgenden Publikationen veröffentlicht 
oder werden in Kürze zur Publikation eingereicht: 
 
Reindl C, Vempati S, Quentmeier H, Mellert G, Hiddemann W und Spiekermann K. 
„Oncogenic CBL mutants confer a tranforming potential to cells expressing the FLT3 
tyrosine kinase”, manuscript in preparation 
 
Reindl C und Spiekermann K. 
„From kinases to cancer: Leakiness, loss of autoinhibition and leukemia” 
Cell Cycle 2006, 5 (6), 599 – 602 
 
Reindl C, Bagrintseva K, Vempati S, Schnittger S, Ellwart JW, Wenig K, Hopfner KP, 
Hiddemann W, Spiekermann K. 
“Point mutations in the juxtamembrane domain of FLT3 define a new class of activating 
mutations in AML” 
Blood 2006, 107 (9), 3700-07 
 
Bagrintseva K, Geisenhof S, Kern R, Eichenlaub S, Reindl C, Ellwart JW, Hiddemann W. 
“FLT3-ITD-TKD dual mutants associated with AML confer resistance to FLT3 PTK 
inhibitors and cytotoxic agents by overexpression of Bcl-x(L)” 








ALL akute lymphoblastische Leukämie 
AML akute myeloische Leukämie 
APL akute Promyelozytenleukämie 
AS Aminosäure 
ATP Adenosintriphosphat 
ATRA all-trans-retinoic acid 
BSA Bovinserumalbumin 
BP Basenpaare 
CBL Casitas B-lineage lymphoma protein 
CD cluster of differentiation 
CHO chinese hamster ovary 
CIN85 CBL-interacting protein of 85 kDa 
CML chronische myeloische Leukämie 
CLL chronische lymphatische Leukämie 
FMS macrophage colony-stimulating factor receptor  




ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGFR epidermal growth factor receptor 
ELISA enzyme linked immunosorbent assay 
FAB French-American-British 
FACS fluorescence activated cell sorter 
FCS fötales Kälberserum 
FL FLT3-Ligand 
FLT3 FMS-like tyrosine kinase 3 
GFP green fluorescent protein 
GIST gastrointestinale Stroma Tumore 
GRB2 growth factor receptor-bound protein 2 
HGFR hepatocyte growth factor receptor 




IC50 Die Konzentration an Inhibitor, bei der 50% der ausgesäten Zellen noch 
viabel sind 
IL-3 Interleukin-3 
ITD internal tandem duplication 
JM juxtamembranös 
KI Kinaseinsert 
KIT stem cell factor receptor 
LB Luria Bertani 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MCS multiple cloning site 
MDS Myelodysplastisches Syndrom 
MSCV murine stem cell virus 
PBS phosphat buffer saline 
PCR polymerase chain reaction 
PDGFR platelet-derived growth factor receptor  
PE Phycoerythrin 
PI3K phosphatidyl inositol-3 kinase 






SH2 SRC-homology 2 
SH3 SRC-homology 3 




UBA ubiquitin-associated domain 
UV ultraviolett 
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor 
WHO World Health Organization 







1.1 Die akute myeloische Leukämie................................................................................ 1 
1.2 Das ´two-hit´-Modell der Entstehung akuter Leukämien........................................... 2 
1.3 Die Rezeptortyrosinkinase FLT3............................................................................... 4 
1.3.1 Die FLT3-Kristallstruktur................................................................................ 5 
1.3.2 Die Rolle von FLT3 in der Leukämogenese.................................................. 7 
1.3.3 FLT3-PTK-Inhibitoren.................................................................................... 8 
1.4 Das Protoonkogen CBL........................................................................................... 10 
1.4.1 Die Domänen des CBL-Proteins und seine Interaktionspartner.................. 10 
1.4.2 Die Rolle von CBL bei der Regulation der Endozytose und     
Ubiquitinierung von RTKs............................................................................ 12 
1.4.3 CBL als Onkogen.........................................................................................14 
 
2 Zielsetzung der Arbeit................................................................. 17 
3 Material und Methoden............................................................... 18 
3.1 Materialien............................................................................................................... 18 
3.1.1 Antikörper.................................................................................................... 18 
3.1.2 Plasmide...................................................................................................... 19 
3.1.3 Oligonukleotide............................................................................................ 20 
3.1.4 Zelllinien...................................................................................................... 23 
3.1.5 Chemikalien, Enzyme, Inhibitoren, Zytokine............................................... 23 
3.1.6 Kits............................................................................................................... 25 
3.1.7 Laborausstattung......................................................................................... 26 
3.1.8 Software...................................................................................................... 27 
3.2 Methoden................................................................................................................. 27 
3.2.1 Bakterienkultur............................................................................................. 27 
3.2.1.1. Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterienkulturen..................... 27 
3.2.1.2. Herstellung kompetenter Bakterien.................................................... 28 
3.2.1.3. Transformation der kompetenten E.coli-Bakterien............................. 28 
3.2.1.4. Präparation von Plasmid-DNA............................................................ 29 
3.2.1.4.a Mini-Präparation.............................................................................. 29 
3.2.1.4.b Maxi-Präparation............................................................................. 29 
3.2.2 Zellkultur...................................................................................................... 30 
3.2.2.1 Zellkulturbedingungen........................................................................ 30 
3.2.2.1.a Adhärent wachsende Zelllinien........................................................ 30 
3.2.2.1.b Suspensionszelllinien...................................................................... 31 
3.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen.................................................... 31 
3.2.2.3 Transfektion von 293-Zellen............................................................... 31 
3.2.2.3.a Überexpression von Proteinen........................................................ 32 




3.2.2.4 Stabile Transduktion von Ba/F3-Zellen............................................... 33 
3.2.2.5 Sortierung der Zellen im FACS........................................................... 33 
3.2.2.6  Bestimmung der Lebendzellzahl (Proliferationsexperimente)............ 34 
3.2.2.6.a Trypan-Blau-Exklusion.....……………………………………….……. 34 
3.2.2.6.b WST-Assay………………………………………………………..……. 34 
3.2.2.7  Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen in einer Zellkultur....... 35 
3.2.2.7.a Apoptose-Test mit Annexin- und 7-AAD-Färbung........................... 35 
3.2.2.7.b Färbung der Zellnuclei mit Propidiumiodid (Zellzyklusanalyse)....... 36 
3.2.2.8  Detektion von Oberflächenantigenen mittels        
Durchflusszytometrie......................................................................... 37 
3.2.2.9  Internalisierung des FLT3-Rezeptors................................................. 37 
3.2.2.10  Hungern der Zellen vor der Zelllyse.................................................... 37 
3.2.2.11  Stimulierung der Zellen vor der Zelllyse mit Zytokinen oder 
Inhibitoren.......................................................................................... 38 
3.2.3 Molekularbiologische Methoden.................................................................. 38 
3.2.3.1  Verdau von DNA mittels Restriktionsenzymen................................... 38 
3.2.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten........................................................... 39 
3.2.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)....................................................... 39 
3.2.3.4 Ortsgerichtete Mutagenese................................................................ 40 
3.2.3.5 Sequenzierung................................................................................... 41 
3.2.3.6 Isolierung von mRNA.......................................................................... 41 
3.2.3.7 Reverse Transkription: Synthese von cDNA...................................... 41 
3.2.3.8 Agarose-Gel-Elektrophorese............................................................. 41 
3.2.4 Proteinbiochemische Methoden.................................................................. 42 
3.2.4.1 Präparation von Protein-Lysaten........................................................ 42 
3.2.4.2 Bradford-Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration................ 43 
3.2.4.3 Chemisches Crosslinking von Rezeptoren......................................... 43 
3.2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.............................................. 44 
3.2.4.5 Western-Blot....................................................................................... 44 
3.2.4.6 Immunopräzipitation............................................................................45 
3.2.4.7 Strippen der Nitrocellulose-Membran................................................. 46 
 
4 Ergebnisse.................................................................................. 47 
4.1 Identifikation und funktionelle Charakterisierung von Punktmutationen in der        
juxtamembranösen Domäne von FLT3................................................................... 47 
4.1.1 Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3 treten selten bei      
Patienten mit AML auf................................................................................. 47 
4.1.2 Stabile Expression der FLT3-JM-PM und FLT3-ITD/FLT3-TKD in        
Ba/F3-Zellen................................................................................................ 48 
4.1.3 FLT3-JM-PM-exprimierende Ba/F3-Zellen zeigen IL-3-unabhängiges 
Wachstum.................................................................................................... 49 
4.1.4 Stimulierung mit FL führt zur Hyperproliferation von FLT3-JM-PM-
exprimierenden Zellen................................................................................. 50 
4.1.5 FLT3-JM-PM-exprimierende Ba/F3-Zellen weisen eine Apoptose-   
resistenz nach IL-3-Entzug auf................................................................... 51 
4.1.6 FLT3-JM-PM-Rezeptoren sind an Tyrosinresten konstitutiv      




4.1.7 In FLT3-JM-PM-Zellen ist STAT5 konstitutiv aktiviert und Bcl-x(L) 
hochreguliert............................................................................................... 54 
4.1.8 Der FLT3-PTK-Inhbitor PKC412 induziert Wachstumsstopp und        
inhibiert die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT5 in FLT3-JM-PM-
Zellen.......................................................................................................... 57 
 
4.2 Charakterisierung des onkogenen Potentials von CBL-Deletionsmutanten              
in FLT3-exprimierenden Zellen und  Analyse der Inzidenz in der AML .................. 59 
4.2.1 CBL wird in allen AML-Subgruppen, CML- und CLL-Blasten sowie 
gesunden Knochenmarkproben exprimiert................................................. 59 
4.2.2 CBL-WT und potentiell onkogene CBL-Konstrukte wurden stabil                 
in Ba/F3-Zellen exprimiert........................................................................... 60   
4.2.3 Liganden-Stimulierung von FLT3-WT-exprimierenden Ba/F3-Zellen        
führt zur Phosphorylierung von endogenem CBL........................................ 61 
4.2.4 CBL-70Z und v-CBL induzieren eine Transformation in FLT3-
exprimierenden Zellen................................................................................. 62 
4.2.5 Die selektiven FLT3-PTK-Inhibitoren SU5614 und PKC412 heben             
die Proliferation in FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen auf.... 64 
4.2.6 Spezifische Inhibitoren des PI3K/mTOR-Signalweges hemmen das 
Wachstum der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen............... 66 
4.2.7 Der FLT3-Rezeptor ist in FLT3-WT/CBL-70Z- und                                 
FLT3-WT/v-CBL-Zellen konstitutiv aktiviert................................................. 67 
4.2.8 Die FLT3-Signalwege STAT5 und AKT sind in FLT3-WT/CBL-70Z-          
und FLT3-WT/v-CBL-Zellen hyperaktiv....................................................... 68 
4.2.9 Die Einführung der Mutation G306E in v-CBL reduziert signifikant            
das transformierende Potential der FLT3-WT/v-CBL-Zellen....................... 70 
4.2.10 Die Punktmutation der Tyrosine Y589 und Y599 in FLT3 reduziert die 
Aktivierung von CBL nach FL-Stimulierung................................................. 71 
4.2.11 Die Internalisierung des FLT3-WT-Rezeptors wird durch Koexpression    
von CBL-70Z nicht beeinflusst..................................................................... 72 
4.2.12 Überexpression von CBL-WT fördert die Dephosphorylierung und 
Degradierung des FLT3-Rezeptors............................................................. 73 
4.2.13 Screening von AML-Zelllinien und AML-Patientenproben auf CBL-
Deletionsmutanten....................................................................................... 74 
4.2.13.1 PCR-Screening-Assay: Die AML-Zelllinien MOLM-13 und          
MOLM-14 exprimieren ein verkürztes CBL-Transkript....................... 74 
4.2.13.2 Die CBL-Deletionsmutante der MOLM-13-Zellen entsteht durch     
eine ´splice site´-Mutation................................................................... 76 
 
5 Diskussion................................................................................... 78 
5.1 Charakterisierung der Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3             
(FLT3-JM-PM)......................................................................................................... 78 
5.1.1 FLT3-JM-PM-Mutationen definieren eine neue Klasse aktivierender       
FLT3-Mutationen......................................................................................... 78 
5.1.2 Einfluss von FLT3-JM-PM-Mutationen auf die Konformation der 




5.1.3 Die JM-Domäne ist innerhalb der Klasse-III-RTKs hoch konserviert             
– Ein Vergleich mit Mutationsanalysen anderer RTKs dieser Familie......... 83 
5.1.4 Punktmutationen in der JM-Domäne von Klasse-III-RTKs treten             
auch in anderen malignen Erkrankungen auf.............................................. 85 
5.2 Analyse des Phänotyps von onkogenen CBL-Deletionsmutanten in FLT3-
exprimierenden Zellen und das Vorkommen in der AML........................................ 86 
5.2.1 CBL-70Z und v-CBL transformieren FLT3-exprimierende Ba/F3-Zellen..... 87 
5.2.2 CBL-Deletionsmutanten könnten an der Pathogenese der AML         
beteiligt sein................................................................................................. 95 
 
6 Ausblick....................................................................................... 97 
7 Zusammenfassung.................................................................... 98 
8 Abstract..................................................................................... 100 
9 Literaturverzeichnis................................................................... 102 








1  Einleitung 
 
1.1 Die akute myeloische Leukämie 
 
Die akute myeloische Leukämie (AML) entsteht in einem Mehrstufenprozess durch die 
maligne Transformation pluripotenter hämatopoetischer Stammzellen (Appelbaum, 2001), 
die ihre Fähigkeit zur Differenzierung in funktionstüchtige Granulozyten und Monozyten 
verloren haben und deren Vermehrung unkontrolliert erfolgt. Klinisch führt dies zur 
Expansion und Akkumulation unreifer Blasten im Knochenmark und Verdrängung der 
normalen Blutbildung. Die betroffenen Patienten leiden durch die Verdrängung der 
normalen Hämatopoese an Anämie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie. Die AML 
ist die häufigste Subform akuter Leukämien im Erwachsenenalter. Die Inzidenz der 
Erkrankung liegt bei 1-2/100.000 und steigt kontinuierlich mit dem Lebensalter, wobei das 
mediane Alter der AML-Patienten bei ca. 65 Jahren liegt (Schoch, 2001). Nach der WHO 
(´World Health Organization´)-Klassifikation ist eine akute Leukämie bei einem 
Blastenanteil von über 20% im Knochenmark gegeben. Die Diagnose und Einteilung der 
AML basiert auf der Analyse von Blut- und Knochenmarkausstrichen mittels 
konventionellen zytomorphologischen und zytochemischen Methoden nach der French-
American-British (FAB)-Klassifikation aus dem Jahr 1976 (Bennett, 1976). Dabei erfolgt 
die Einteilung entsprechend des Reifungsgrades der Blasten und ihrer hämatopoetischen 
Linienzugehörigkeit (Tab. 1.1, S. 2).  
Ein entscheidender Fortschritt in der Aufklärung der Pathogenese gelang jedoch durch die 
Identifikation von zyto- und molekulargenetischen Alterationen bei ca. 50 % aller AML-
Patienten (Mrozek, 1997). Diese rekurrierenden genetischen Alterationen in AML-Blasten 
wurden neben Zytomorphologie und Zytochemie in die neue WHO-Klassifikation integriert 
(Harris, 1999), die vier Kategorien unterscheidet: 1. alle definierten Subgruppen mit 
zytogenetischen Translokationen, wie z.B. t(8;21), t(15;17) oder inv(16). Diese 
chromosomalen Rearrangements führen zur Bildung eines Fusionsgens und der 
Expression eines chimären Proteins. 2. AML mit multilineärer Dysplasie. 3. Patienten mit 
sekundärer AML. Dazu gehören Patienten, die längerer Zeit Toxinen, z.B. Chemikalien wie 
Benzen, ausgesetzt waren oder die nach einer chemotherapeutischen Behandlung eine 








Tab. 1.1 FAB-Klassifikation der AML. Nach der FAB-Klassifikation werden acht Subgruppen der 
AML unterschieden (M0 – M7). Die Immunophänotypisierung, die die Expression spezifischer 
Oberflächenantigene untersucht, trägt neben der morphologischen und zytochemischen Analyse 
der Blasten zur Identifikation der jeweiligen Subgruppe bei. Chromosomale Aberrationen können 
einzelnen Subgruppen zugeordnet werden. Tabelle aus (Kufe, 2003) 
Die zytogenetische Analyse des Karyotyps von AML-Blasten erlaubt eine pathogenetisch 
basierte prognostische Einteilung der AML (Schoch und Haferlach, 2002). Z.B. sind die 
balancierten Translokationen t(8;21) und t(15;17) sowie die Inversion (16) mit einer guten 
klinischen Prognose assoziiert, dagegen ist der Verlust von Chromosom 5 oder 7, häufig 
im Rahmen eines komplexen Karyotyps, mit einer schlechten Prognose verbunden.  
 
1.2 Das ´two-hit´-Modell der Entstehung akuter Leukämien 
 
Die Untersuchung der bei AML-Patienten gefundenen genetischen Alterationen in 
Mausmodellen ergab, dass ein einzelnes genetisches Ereignis nicht ausreicht, um eine 
akute Leukämie zu induzieren. Beispielsweise wurde in transgenen Mäusen und im 
Knochenmark-Transplantationsmodell gezeigt, dass die alleinige Expression der chimären 
Proteine PML/RARα (t(15;17)) oder AML1/ETO (t(8;21)) zu einer Beeinträchtigung der 
hämatopoetischen Entwicklung der Zellen und zur Expansion des Stammzell-Pools führen 




(Grisolano, 1997; He, 1997; Schessl, 2005). In gleicher Weise induziert die Expression von 
aktiviertem RAS und aktiviertem FLT3 (´FMS-like tyrosine kinase 3´) eine 
Myeloproliferation, aber keine akute Leukämie (Kelly, 2002b).  
Daher wird nach dem gegenwärtigen Modell der Leukämogenese angenommen, dass 
mindestens zwei genetische Alterationen zusammenwirken müssen: Eine Mutation, die auf 
Signaltransduktionskaskaden abzielt und einen Proliferations- und/oder Überlebensvorteil 
für hämatopoetische Vorläuferzellen bietet (Klasse I Mutationen, z.B. aktivierende 
Mutationen in RAS, FLT3, KIT) sowie eine zweite Mutation, die hämatopoetische 
Transkriptionsfaktoren betrifft und damit die Differenzierung und die Apoptose der Zellen 
blockiert (Klasse II Mutationen, z.B. PML/RARα, AML1/ETO, HOX Fusionsgene) (Dash 
und Gilliland, 2001). Akute Leukämien, die charakterisiert sind durch verstärkte 
Proliferation und/oder Überleben der Zellen und blockierte Differenzierung, stellen somit 





Abb. 1.1 Modell der Entstehung der akuten myeloischen Leukämie (AML). Zwei 
kooperierende Mutationen der Klassen I und II müssen zusammenwirken, um eine AML zu 
induzieren (modifiziert nach (Gilliland und Griffin, 2002)). Der therapeutische Ansatz müsste folglich 
die Wirkung beider Mutationen durch eine Kombinationstherapie unterbinden. 
Eine der häufigsten molekulargenetischen Alterationen in der AML stellen Klasse I 
Mutationen dar und betreffen die Rezeptortyrosinkinasen (RTK) ´FMS-like tyrosine kinase 
3´ (FLT3), ´stem cell factor receptor´ (KIT) und ´macrophage colony-stimulating factor 
receptor´ (FMS), die durch konstitutive Aktivierung mitogener Signalketten zur 





1.3 Die Rezeptortyrosinkinase FLT3  
 
RTKs vermitteln Wachstums-, Differenzierungs- und Entwicklungssignale. 58 humane 
RTKs wurden bisher identifiziert, von denen mehr als die Hälfte in die Genese maligner 
Tumoren involviert sind (Blume-Jensen und Hunter, 2001).  
RTKs sind transmembrane Rezeptoren, die Proteintyrosinkinase (PTK)-Aktivität besitzen. 
Ihre Aktivität in nicht-transformierten Zellen ist normalerweise streng reguliert. In der 
Abwesenheit von spezifischen Liganden sind die RTKs hauptsächlich als Monomere in 
einer inaktiven Konformation in der Membran lokalisiert. Ligandenbindung führt zur 
Dimerisierung, die die Trans-Phosphorylierung von Tyrosinresten in der zytoplasmatischen 
Domäne der Rezeptoren ermöglicht und die Aktivierung der enzymatischen Aktivität sowie 
die Signaltransduktion durch Bereitstellung von Andock-Stellen für nachgeordnete 
Signalproteine mit phospho-Tyrosin-Erkennungssequenz zur Folge hat. Nach der 
Aktivierung werden die Ligand-Rezeptor-Komplexe schnell internalisiert und abgebaut 
bzw. recycelt (Polo, 2004; Turner, 1996). 
RTKs besitzen eine extrazelluläre Ligandenbindungsdomäne, deren strukturelle Motive 
zusammen mit der Sequenz der Tyrosinkinasedomäne (TKD) zur Einteilung in die 20 
Subfamilien dienen. Intrazellulär befindet sich die juxtamembranöse (JM) Domäne, die die 
transmembrane Domäne von der TKD trennt. Die Kinasedomänen sind innerhalb der 
Proteinkinasen hochkonserviert (Hanks, 1988) und lassen drei Strukturen unterscheiden: 
Die Aktivierungsschleife (´activation loop´, ´A-loop´), die ATP-Bindungstasche (´ATP 
binding pocket´) und die katalytisch aktive Kinaseschleife (´catalytic loop´). In der inaktiven 
Konformation blockiert die Aktivierungsschleife sterisch die ATP-Bindungstasche. Die aus 
dem ´N lobe´und ´C lobe´ bestehende Kinasedomäne kann bei manchen Vertretern der 
RTKs durch ein hydrophobes Kinaseinsert (KI) geteilt sein. Die an die Kinasedomäne 
anschließende C-terminale Domäne dient durch zahlreiche Autophosphorylierungsstellen 
als Andock-Stelle für Signaltransduktionsproteine und kann auch als inhibitorische 
Domäne dienen (Shewchuk, 2000).  Den typischen Aufbau von RTKs und deren 
Aktivierung zeigt Abbildung 1.2 (S. 5).  
FLT3 gehört zur Familie der Klasse III RTKs, zu denen auch der ´macrophage colony-
stimulating factor receptor´ (FMS), ´platelet-derived growth factor receptor´ (PDGFR) α 
und β und ´stem cell factor receptor´(KIT) gehören (Blume-Jensen und Hunter, 2001). 
Diese Familie wird charakterisiert durch eine extrazelluläre Domäne, die aus fünf 
´immunoglobuline like´-Domänen besteht, sowie einer zytoplasmatischen TKD, die durch 






Abb. 1.2 Der Aufbau und die Aktivierung von RTKs. Extrazelluläre Domäne (blau), 
Kinasedomäne aus ´N lobe´ und ´C lobe´ (violett), Ligand (grün). Links: Inaktive Konformation. In 
der TKD-Domäne befinden sich Aktivierungs- und katalytische Schleife in einem Gleichgewicht 
zwischen Substrat-abweisender (blau) und Substrat-zugänglicher (grün) Konformation. Zusätzlich 
können die JM-Domäne (orange) und die C-terminale-Domäne (rot) den Substrat-Zugang 
inhibieren. Rechts: Aktive Konformation. Die Bindung des Liganden induziert eine 
Konformationsänderung, die Dimerisierung und Tyrosin-Phosphorylierung der Rezeptoren erlaubt 
und zur Aufhebung der inhibitorischen Effekte der Aktivierungsschleife, der JM- und C-terminalen-
Domäne führt. Abbildung aus (Blume-Jensen und Hunter, 2001) 
1.3.1 Die FLT3-Kristallstruktur 
 
Im Jahr 2004 wurde die Kristallstruktur der autoinhibierten, unphosphorylierten Form der 
TKD und JM-Domäne von FLT3 gelöst (Griffith, 2004). Die grundsätzlichen Merkmale der 
autoinhibierten FLT3-Struktur sind die bilobale Kinasedomäne, die Aktivierungsschleife 
und die JM-Domäne (Abb. 1.3, S. 6). 
Die Kinasestruktur von FLT3 entspricht der typischen, in den meisten Proteinkinasen 
gefundenen Faltung aus N- und C-terminaler Domäne (´N lobe´ und ´C lobe´) (Knighton, 
1991). Ein einziges flexibles Polypeptidband verbindet den ´N lobe´ und ´C lobe´ und 
ermöglicht beträchtliche Rotationsbewegungen der beiden Domänen relativ zueinander. 
Rotiert der ´N lobe´ in Richtung ´C lobe´, adaptiert die Kinase die katalytisch aktive 
Konformation und umgekehrt, rotiert der ´N lobe´ weg von der C-terminalen Domäne, 
befindet sich die Kinase in der katalytisch inaktiven Form. 
Die Kinase-Aktivierungsschleifen beinhalten normalerweise ein bis drei Tyrosinreste, die 
im nicht-phosphorylierten Zustand eine offene Konformation und damit die Bindung von 








Abb. 1.3 Die Kristallstruktur der intrazellulären Region des FLT3 Proteins in der inaktiven 
Konformation (´Protein Data Bank (PDB) Accession No.´ 1RJB). ´Space fill´(A) und ´Ribbon´ (B) 
Modell der JM-Domäne und TKD. Gezeigt sind die JM-Domäne (grün) mit den drei Regionen JM-B, 
JM-S und JM-Z sowie die TKD bestehend aus ´N lobe´ (gelb), ´C lobe´ (blau) und die 
Aktivierungsschleife (cyan). Die JM-Domäne ist das wichtigste autoinhibitorische Element der 
inaktiven FLT3-Kinase. Abbildung modifiziert aus (Reindl und Spiekermann, 2006) 
Ein einzigartiges Merkmal der FLT3 Kristallstruktur ist die JM-Domäne, die in ihrer 
Gesamtheit als autoinhibitorisches Element dient und mit allen Schlüssel-Bestandteilen 
des FLT3-Proteins interagiert (Griffith, 2004). Die JM-Domäne kann in drei topologische 
Komponenten unterteilt werden: ´JM binding motif´ (JM-B), ´JM switch motif´ (JM-S) und 
´JM zipper or linker peptide´ (JM-Z) (Abb. 1.3). JM-B (Y572 – M578) wird Bindungsmotiv 
genannt, da es fast vollständig in die FLT3-Struktur eingebettet ist. Obwohl JM-B nur aus 
sieben Aminosäuren besteht, steht es in Kontakt mit nahezu allen strukturell wichtigen 
Komponenten, die in den Aktivierungs- und Inaktivierungszyklus der zytoplasmatischen 
Domäne von FLT3 involviert sind. JM-S (V579 – V592) bildet ein antiparalleles β-Faltblatt, 
das äusserlich am ´C lobe´ lokalisiert ist. JM-S wird als ´switching´-Motiv bezeichnet, da es 
zwei wichtige Tyrosinreste, Y589 und Y591, enthält, deren Zustand der Phosphorylierung 
in die Aktivierung und Regulation der enzymatischen Aktivität des Rezeptors involviert ist 
(Mol, 2003). JM-Z (D593 – W603) ist am C-Terminus der JM-Domäne lokalisiert  und ist 
hauptsächlich mit dem ´N lobe´ assoziiert, an dem es sich außen entlang faltet. 
Lange Zeit wurde über die Funktion der JM-Domäne der Klasse-III-RTKs spekuliert. Die 
Struktur von FLT3 erlaubte den ersten direkten Einblick in den Mechanismus, durch den 





1.3.2 Die Rolle von FLT3 in der Leukämogenese 
 
FLT3 spielt eine wichtige Rolle in der normalen Hämatopoese und Leukämogenese 
(Matthews, 1991; Rosnet, 1991) und wird hauptsächlich in frühen myeloischen und 
lymphatischen Progenitorzellen im Knochenmark, Thymus und den Lymphknoten (Rosnet, 
1993) sowie in den leukämischen Blasten von 70 – 90 % der Patienten mit akuter 
lymphoblastischer Leukämie (ALL) und AML exprimiert (Carow, 1996; Rosnet, 1996). Mit 
zunehmender Differenzierung der Zellen in die verschiedenen hämatopoetischen Linien 
geht die FLT3-Expression verloren.  
FLT3 ist an der onkogenen Transformation in AML-Blasten durch verschiedene 
Mechanismen beteiligt. Es wurden sowohl FLT3-Überexpression und autokrine 
Stimulierung durch FLT3-Ligand (FL) als auch aktivierende Mutationen im FLT3-Gen 
nachgewiesen. Eine der häufigsten genetischen Alterationen in der AML stellen 
Mutationen im FLT3-Gen dar, die bei 27 – 35 % der Patienten vorkommen (Yamamoto, 
2001; Yokota, 1997). Abbildung 1.4 zeigt ein Schema der FLT3-Struktur und die 




Abb. 1.4 Schematische Darstellung der FLT3-Struktur und die Lokalisation der zwei 
bekannten Cluster aktivierender Mutationen bei Patienten mit AML. Die Lokalisation der zwei 
Cluster aktivierender Mutationen, die bei Patienten mit AML gefunden werden, sind dargestellt: 
´internal tandem duplications´ in der JM-Domäne und beginnenden TKD (FLT3-ITD) und 
Punktmutationen und kleine Insertionen in der TKD (FLT3-TKD). (TM: transmembrane Domäne; 
JM: juxtamembranöse Domäne; PTK1: Protein-Tyrosinkinase-Domäne 1; KI: Kinase-Insert-
Domäne; PTK2: Protein-Tyrosinkinase- Domäne 2) 
Die erste Klasse aktivierender Mutationen repräsentieren die Mehrheit der FLT3-
Mutationen: ´internal tandem duplications´ (FLT3-ITDs) in der JM-Domäne und 




Patienten mit AML beschrieben (Nakao, 1996). FLT3-ITDs entstehen durch Duplikation 
eines Fragments der kodierenden Sequenz, das in der Länge von 3 bis ≥ 400 
Basenpaaren variieren kann und unter Beibehaltung der ursprünglichen Orientierung 
inseriert wird. Der Leserahmen wird dabei immer aufrecht erhalten, in manchen Fällen 
durch Insertion eines zusätzlichen Nukleotids (Schnittger, 2002). Die zweite Klasse 
aktivierender Mutationen findet man bei 7 – 10 % der AML-Patienten: Punktmutationen 
oder kleine Insertionen in der Aktivierungsschleife der TKD von FLT3 (FLT3-TKD). Am 
häufigsten ist die Asparaginsäure an Position 835 betroffen (Spiekermann, 2002; 
Yamamoto, 2001).  
Der Erwerb einer FLT3-ITD- oder FLT3-TKD-Mutation führt zur konstitutiven 
Autophosphorylierung des Rezeptors und zur Aktivierung spezifischer Signalwege, u.a. 
des ´signal transducer and activator of transcription 5´ (STAT5)- und ´mitogen-activated 
protein kinase´ (MAPK)-Signalweges, sowie zu liganden-unabhängigem Zellwachstum in 
verschiedenen Zelllinien (Abu-Duhier, 2001; Hayakawa, 2000; Kiyoi, 1998; Mizuki, 2000; 
Spiekermann, 2002; Spiekermann, 2003a; Tse, 2000; Yamamoto, 2001). Die 
Transplantation von retroviral FLT3-ITD-transduziertem Knochenmark im Knochenmark-
Transplantations-Modell in Mäuse führt zu einer myeloproliferativen Erkrankung. Ein 
ähnlicher Phänotyp wird bei transgener Expression von FLT3-ITDs in Mäusen beobachtet. 
(Grundler, 2005; Kelly, 2002b; Lee, 2005). Zusätzliche Punktmutationen in FLT3-ITD-
Rezeptoren, die die FLT3-Kinase-Aktivität inaktivieren, induzieren keine Erkrankung in 
Mausmodellen. Daher scheint die FLT3-Kinase-Aktivität zwingend notwendig für die 




FLT3-Mutationen sind ein unabhängiger, ungünstiger prognostischer Indikator bei 
Patienten mit AML unter 65 Jahren (Kiyoi, 1999; Kottaridis, 2001; Thiede, 2002) und 
stellen eine vielversprechende Struktur für therapeutische Interventionen dar. Die 
Effektivität der gezielten Inhibition einer onkogenen Kinase und deren Signalübertragung 
wurde eindrucksvoll durch den Einsatz des Kinaseinhibitors Imatinib (STI571, Gleevec®) 
bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukämie (CML), CML-Blastenkrise sowie auch 
im Kontext von soliden Tumoren bei gastrointestinalen Stromatumoren (GIST), gezeigt 
(Druker, 2001a; Druker, 2001b; Savage und Antman, 2002; Sawyers, 2002; van 
Oosterom, 2001). Imatinib inhibitiert selektiv die zytoplasmatische Kinase ABL und auch 
das durch die reziproke Translokation (9;22) entstandene chimäre Protein BCR-ABL, das 




1996; Carroll, 1997). FLT3 wird aufgrund einer sterischen Hinderung durch ein nicht-
konserviertes Phenylalanin (F691) nicht inhibiert (Bohmer, 2003). Diese Erfolge führten zu 
einer intensiven Suche nach potentiellen FLT3-PTK-Inhibitoren. Mindestens vier 
Verbindungen zeigten vielversprechende Ergebnisse in präklinischen Studien und sind 
momentan in klinischen Studien der Phase I oder Phase II: CEP-701 (Smith, 2004); 
MLN518 (CT53518) (Kelly, 2002c), SU11248 (O'Farrell, 2003), SU5416 (Yee, 2002) und 
PKC412 (Weisberg, 2002b). Das in der vorliegenden Arbeit verwendete PKC412 ist ein 
oral verabreichtes Benzoylstaurosporin, das ursprünglich als ´vascular endothelial growth 
factor receptor´ (VEGFR) und ´protein kinase C´ (PKC) Inhibitor entwickelt wurde, und 
sowohl KIT als auch FLT3 hemmt. Eine Phase-II-Studie mit AML-Patienten, die eine FLT3-
ITD- oder FLT3-TKD-Mutation aufwiesen und entweder rückfällig oder nicht für 
Chemotherapie geeignet waren, zeigte vielversprechende Ergebnisse. In 14 von 20 
behandelten Patienten reduzierte sich die Anzahl der peripheren Blasten und in 5 
Patienten die Anzahl der Blasten im Knochenmark um mehr als 50% (Stone, 2005). Im 
Vergleich zu Baseline wurde 24 Stunden nach der ersten Gabe von PKC412 eine 
Abnahme der FLT3-Autophosphorylierung in 75 % der AML-Blastenproben beobachtet. 
Dies bestätigte, dass das Zielprotein inhibiert wurde.  
Die anfänglichen Ergebnisse der Studien mit FLT3-PTK-Inhibitoren belegen, dass diese 
Verbindungen biologische Aktivität bei Patienten mit AML besitzen. Jedoch nur wenige 
Patienten konnten eine komplette oder dauerhafte Remission mit der alleinigen Therapie 
mit FLT3-PTK-Inhibitoren erzielen, so dass eine Kombination mit Chemotherapie oder 
anderen gezielten Therapien wie z.B. ´all-trans-retionic acid´ (ATRA) in der akuten 





1.4 Das Protoonkogen CBL  
 
Das Proto-Onkogen CBL (für Casitas B-lineage lymphoma) und andere Mitglieder der 
CBL-Famillie (im Säugetier: CBL-B und CBL-3) haben in den letzen Jahren aufgrund 
folgender Entdeckungen das Interesse der Wissenschaft geweckt: 1. Ein CBL-Protein 
wurde in dem Nematoden Caenorhabditis elegans identifiziert, das die Signale von RTKs 
negativ reguliert. 2. Alle CBL-Proteine haben eine einzigartige Domäne, die 
phosphorylierte Tyrosinreste aktivierter Tyrosinkinasen erkennt. 3. CBL-Proteine 
rekrutieren Ubiquitin-konjugierende Enzyme (E2s oder ´ubiquitin carrier enzymes´) zu 
aktivierten RTKs und regulieren deren Multi-Ubiquitinierung und Degradierung. CBL-
Proteine sind demnach Negativ-Regulatoren von RTKs und PTKs.  
In der Maus wird das 120 kDa CBL-Protein ubiquitär exprimiert und ist im Zytoplasma 
lokalisiert, mit höchstem Expressionsgrad in hämatopoetischen Zellen, Thymus und Hoden 
(Langdon, 1989b). 
 
1.4.1 Die Domänen des CBL-Proteins und seine  Interaktionspartner 
 
Das CBL-Protein besteht aus zahlreichen Domänen, denen unterschiedliche Funktionen 





Abb. 1.5 Die Domänen des CBL Proteins. Die Tyrosinkinasebindungs (TKB)-Domäne besteht 
aus 4H- (mint) , EF- (hellblau) und varianter SH2- (violett) Domäne und wird durch die Linker (L)-
Region von der RING-Finger-Domäne (grün) getrennt. C-terminal folgt die Prolin-reiche Region (rot) 
und am Ende des C-Terminus die UBA- bzw. LZ-Domäne. Abbildung aus (Thien und Langdon, 
2001)   
Die stark konservierte, N-terminale Region besteht aus der Tyrosinkinasebindungs (TKB)-
Domäne, einer kurzen Linker-Region und der RING-Finger-Domäne. Die TKB-Domäne 
kann an aktivierte RTKs und PTKs binden. Die Bindung wird vermittelt durch drei 
Domänen, die ein vier-Helix Bündel (4H), eine Calcium-bindende EF-Hand (EF)-Domäne 
und eine Variante der ´SRC-homology 2´ (SH2)-Domäne umfassen. Zusammen erkennen 
diese Domänen spezifische phospho-Tyrosinreste an aktivierten Tyrosinkinasen (Meng, 




´epidermal growth factor receptor´ (EGFR) (de Melker, 2001; Levkowitz, 1998), 
´hepatocyte growth factor receptor´ (HGFR) (Peschard, 2001), PDGFRα (Bonita, 1997) 
und FMS (Lee, 1999) gezeigt werden.  
Die RING-Finger-Domäne rekrutiert E2-Enzyme (Joazeiro, 1999; Levkowitz, 1999; 
Yokouchi, 1999; Zheng, 2000) und vermittelt damit den Transfer von Ubiquitin auf 
Zielproteine. Sowohl die Kristallstruktur als auch biologische Daten zeigen, dass die 
Linker-Region wesentlich an der korrekten Positionierung der TKB-Domäne zur RING-
Finger-Domäne beteiligt ist und die räumliche Orientierung des Substrats und E2 
stabilisiert, damit ein wirksamer Transfer von Ubiquitin möglich ist (Zheng, 2000).  
C-terminal zum RING-Finger befindet sich eine kleine säure-reiche Domäne mit 
unbekannter Funktion und die Prolin-reiche Region, die 15 potentielle SH3-Domänen-
Bindungsmotive enthält. Beispielsweise interagiert das Adaptor-Protein GRB2 über die 
Aminosäurereste 481-563 mit der Prolin-reichen Region (Odai, 1995). Auch die p85-
Untereinheit der ´phosphatidyl inositol-3 kinase´ (PI3K) bindet an die distale Prolin-reiche 
Region (Elly, 1999; Fang, 2001). Vor kurzem wurde die Interaktion mit Mitgliedern der 
CAP/ArgBP2/Ponsin und CIN85 (´CBL-interacting protein of 85 kDa´)/CMS-Protein-Familie 
nachgewiesen (Kirsch, 2001; Soubeyran, 2002; Szymkiewicz, 2002; Take, 2000). 
Außerdem wurden zwei 14-3-3 Protein-bindende Motive identifiziert, die Bindung an Serin- 
oder Threonin-phosphorylierte Proteine vermitteln.  
Der C-Terminus endet mit einer ´ubiquitin-associated´ (UBA)-Domäne. Es ist unbekannt, 
ob diese Region eine direkte Funktion in der E3-Ligase-Aktivität von CBL hat. Diese 
Domäne weist auch Ähnlichkeiten mit Domänen in DNA-bindenden Proteinen auf, die 
durch Leucin-Seitenketten dimerisieren (Leucin-Zipper (LZ)-Domäne) (Blake, 1991). CBL 
kann über diese Domäne Homodimere bilden (Bartkiewicz, 1999).  
CBL besitzt 22 Tyrosinreste, einige von ihnen werden als Antwort auf externe Stimuli 
phosphoryliert (Andoniou, 1994; Donovan, 1994). Tyrosine 700, 731 und 774 sind die 
wichtigsten Phosphorylierungsstellen in vivo und vermitteln Interaktionen mit 
Signalproteinen, die SH2-Domänen beinhalten, z.B. die SH2-Domäne von CRK, CRK-L 
(Elly, 1999; Sawasdikosol, 1996), VAV, der p85-Untereinheit der PI3K (Feshchenko, 1998) 
und die SH2-Domäne der Tyrosinphosphatase SHP2 (Chernock, 2001). 
CBL ist als multifunktionelles Adaptormolekül (bisher sind > 100 Bindungspartner 
identifiziert) (Abb. 1.6, S. 12) und Ubiquitin-Ligase an vielfältigsten zellulären Prozessen 
beteiligt. Es ist involviert in die Kontrolle der Zellproliferation, Differenzierung und 
Zellmorphologie und auch in die Pathologie verschiedener Erkrankungen, z.B. 






Abb. 1.6 Das CBL-Interaktom. Das Osprey-Diagramm zeigt die momentan bekannten mit CBL 
und CBL-B interagierenden Proteine. Die Proteine wurden entsprechend der CBL-Bindungsstelle 
gruppiert (farbige Punkte). Die Methode zur Detektion der jeweiligen Protein-Protein Interaktion wird 
durch unterschliedliche Farben der Linien repräsentiert. Interaktionen, bei denen die exakte 
Bindungstelle in CBL nicht bestimmt wurde, wurden unter „Immunoblotting“ zusammengefasst. 
GST: Glutathion-S-Transferase; LZ: Leuzin-Zipper; pSer: phosph-Serin; pTyr: phospho-Tyrosin, 
PXXP und PXXXPR: Prolin-reiche Domänen; TKB: Tyrosinkinasebindungs-Domäne; UBA: 
Ubiquitin-assoziierte-Domäne. Abbildung aus (Schmidt und Dikic, 2005). 
1.4.2 Die Rolle von CBL bei der Regulation der Endozytose und Ubiquitinierung 
von RTKs 
 
Durch die Beteiligung an der Endozytose und Degradierung von Rezeptoren hat CBL 
einen entscheidenden Einfluss auf die Intensität und Länge der Rezeptoraktivität.  
CBL reguliert auf zwei unterschiedliche Arten die Endozytose von RTKs. Zum einen 
rekrutiert und überträgt CBL über die RING-Finger-Domäne Ubiquitin auf RTKs (E3-
Ligase-Aktivität), zum anderen rekrutiert der C-Terminus den CIN85-Endophilin-Komplex, 






Abb. 1.7 Duale Rolle von CBL in der Termination der RTK-Aktivität. a. Der Wachstumsfaktor 
(´growth factor´, GF) bindet an den Rezeptor. b. Die Rezeptoren dimerisieren und werden 
phosphoryliert c. CBL dockt an spezifischen phospho-Tyrosinresten an und fördert die Aufnahme 
aktivierter Rezeptoren durch Internalisierung von Clathrin-ummantelten Membraneinstülpungen. 
d. CBL rekrutiert Ubiquitin-beladene E2-Enzyme, die die Rezeptoren ubiquitinieren. e. CBL 
rekrutiert den Endophilin-CIN85-Komplex. Endophiline katalysieren die Umwandlung von 
Lysophosphatidsäure zu Phosphatidsäure, was die Wölbung des inneren Blattes der 
Plasmamembran und damit die Invagination und Abschnürung der Vesikel begünstigt. f. Die 
Wachstumsfaktor-Rezeptor-Komplexe werden zu den Lysosomen transportiert und degradiert. 
Abbildung aus (Oved und Yarden, 2002). 
Die Liganden-vermittelte Endozytose der RTK beginnt mit der schnellen Rekrutierung der 
aktivierten Rezeptoren zu Clathrin-ummantelten Einstülpungen der Zellmembran,  die sich 
abschnüren und Clathrin-ummantelte Vesikel bilden, die sich zu frühen Endosomen 
differenzieren. Es wurde gezeigt, dass CBL an der Zellmembran mit dem aktivierten EGFR 
assoziiert ist und ihn ubiquitiniert (de Melker, 2001; Stang, 2000). Auch die Stimulierung 
des FMS mit seinem Liganden CSF1 führt zur Rekrutierung von CBL zur Plasmamembran 
und fördert die schnelle Internalisierung des Rezeptors (Lee, 1999). CBL bleibt dabei mit 
den RTKs in frühen und späten Endosomen assoziiert (de Melker, 2001; Levkowitz, 1998), 
wodurch weitere Ubiquitinierung ermöglicht und die Degradierung sichergestellt wird. Im 
Lysosom oder Proteasom erfolgt der letztendliche vollständige Abbau. In mehreren 




verschiedener Rezeptoren (EGFR, PDGFR und FMS) verstärkt (Lee, 1999; Levkowitz, 
1998; Miyake, 1998). Die E3-Ligase-Aktivität von CBL wurde deutlich, als man entdeckte, 
dass der isolierte RING-Finger von CBL die Addition von Ubiquitin an Zielproteine in vitro 
und in vivo katalysieren kann (Waterman, 1999). Die Mutation des kritischen Cysteins 
(C381A) und des hoch-konservierten Tryptophans (W408) im RING-Finger hebt die 
Ubiquitin-Ligase-Funktion von CBL auf (Joazeiro, 1999). CBL kann auch die 
Ubiquitinierung von Proteinen vermitteln, die an seine C-terminale Region (nicht an die 
TKB-Domäne) binden, z.B. die p85-Untereinheit der PI3K (Fang, 2001) und die 
CIN85/CMS Protein-Familie (Haglund, 2002). 
Die Endozytose von RTKs wird jedoch auch über Signalwege reguliert, die nicht mit der 
Ubiquitin-Ligase-Aktivität verknüpft sind. CBL scheint durch die Interaktion mit multiplen 
Proteinen der Link zwischen RTKs und endozytotischem Kompartiment zu sein, z.B. ist die 
Aktivität der SRC-Kinase, welche über ihre SH3-Domäne an CBL bindet, in die EGFR-
Internalisierung über Clathrin-ummantelte Einstülpungen involviert. SRC bindet, 
phosphoryliert und aktiviert Dynamin (Ahn, 2002) und phosphoryliert die schweren Ketten 
des Clathrin (Wilde, 1999). Eine weitere Regulation der RTK-Internalisierung erfolgt über 
die Bindung von CBL an das Adaptorprotein CIN85 (Petrelli, 2002; Soubeyran, 2002; 
Szymkiewicz, 2002). CIN85 ist konstitutiv mit Endophilinen assoziiert, einer Familie von 
Proteinen, die die Plasmamembran-Invagination während der Internalisierung kontrollieren 
können. CIN85 kontrolliert im Komplex mit aktivierten RTKs also die frühen Schritte der 
Rezeptor-Endozytose (Petrelli, 2002; Soubeyran, 2002).  
Angesichts der wachsenden Zahl von CBL-Interaktionspartnern und wachsenden 
Beweisen für eine Beziehung zwischen Ubiquitinierung und Internalisierung, scheint CBL 
eine wichtige Funktion in den multiplen Schritten der Endozytose zu spielen. 
 
1.4.3 CBL als Onkogen 
 
CBL kann durch Deletionen oder Mutationen, die die Negativ-Regulation aktivierter RTKs 
verhindern, als Onkogen fungieren. Die intensive Erforschung der CBL-Proteine hatte 
seinen Ursprung in der Identifikation des v-CBL Onkogens, das durch den ´mouse Cas 
NS-1 Retrovirus´ transduziert wird und pre- und pro-B-Lymphome sowie gelegentlich 
myeloische Leukämien induziert (Langdon, 1989a). v-CBL ist eine Deletionsmutante des 
humanen CBL-Genprodukts und kodiert nur noch für die TKB-Domäne (Blake, 1991). v-
CBL assoziiert zwar mit EGFRs, ist aber in seiner Funktion als Ubiquitin-Ligase und der 
Degradierung der RTKs beeinträchtigt, was zu verstärkten Signalen und zur onkogenen 




(G306E) ist in der Lage, das onkogene Potential von v-CBL außer Kraft zu setzen (Bonita, 
1997; Thien und Langdon, 1997a). Es wurde gefolgert, dass das transformierende 
Potential auf eine Kompetition mit CBL-WT um die TKB-Bindungsstellen zurückzuführen 
ist und v-CBL die normale Funktion des endogenen CBL-WT blockiert.  
Eine weitere natürlich auftretende onkogene Mutante, CBL-70Z, die aus dem ´70Z/3 
mouse pre-B Zell Lymphom´ isoliert wurde, trägt eine 17 AS umfassende Deletion in der 
Linker-Region und der beginnenden RING-Finger-Domäne (humane AS 366-382) 
(Andoniou, 1994). NIH3T3 serum-gehungerte Zellen, die CBL-70Z exprimieren, zeigten 
nach Liganden-Stimulierung einen 10fachen Anstieg in der EGFR-Kinase-Aktivität (Thien 
und Langdon, 1997b). Die Transformation von NIH3T3-Fibroblasten mit CBL-70Z führte zu 
einer erhöhten Tyrosin-Phosphorylierung endogener zellulärer Substrate, zur konstitutiven 
Rekrutierung nachgeordneter Signalproteine zum hyperphosphorylierten PDGFRα und zu 
verstärkter Zellproliferation (Bonita, 1997). 
Jedoch konnte gezeigt werden, dass die durch CBL vermittelte Transformation nicht 
alleine durch eine Störung der RING-Finger-Domäne und der Fähigkeit, E2-Enzyme zu 
rekrutieren, bedingt ist. So wurden RING-Finger-Mutanten von CBL beschrieben, die bei 
Expression in NIH3T3-Fibroblasten die CBL-vermittelte Ubiquitinierung des EGFR 
verhindern und die Internalisierung des Rezeptors stören, jedoch nicht transformierend 
sind (Thien, 2001). Als bedeutend für die onkogene Transformation kultivierter Zellen wird 
die Linker-Region, die an die RING-Finger-Domäne angrenzt, angesehen (Thien, 2001; 
Zheng, 2000). 
Ferner sind zahlreiche maligne Erkrankungen bekannt, bei denen onkogene RTKs in CBL 
vermittelten nachgeordneten Signalwegen defekt sind. In Gehirn-Tumoren wurden 
onkogene Formen des humanen EGFR sowie in kongenitalen Sarkomen und AML 
chimäre TrkC-Rezeptoren gefunden, denen die CBL-Bindungsstelle fehlt (Ekstrand, 1992; 
Wai, 2000). CBL ist direkt mit einem spezifischen phospho-Tyrosinrest am C-Terminus des 
FMS assoziiert, welcher im retroviralen onkogenen v-Fms fehlt (Mancini, 2002). Die hier 
gezeigten Beispiele liefern deutliche Hinweise, dass die Entkopplung von CBL und RTKs 
in einer defekten Regulation der Rezeptor-Aktivität und in onkogener Transformation 
resultiert. Ferner ist CBL an der Genese von Leukämien beteiligt. CBL ist auf dem 
menschlichen Chromosom 11q23 lokalisiert, welches häufig mit leukämischen 
Chromosomenbrüchen assoziiert ist. In Leukämie-Patienten wurden Translokationen 
(t(4;11);t(11;14)) mit Beteiligung von CBL, interstitielle Deletionen und ein CBL-MLL 
Fusionsgen beschrieben (Fu, 2003; Savage, 1991). Interessanterweise zeigen ALLs, bei 




mit v-CBL-induzierten pro-B-Zell-Lymphomen: sie koexprimieren myeloische und frühe B-
Linien-Oberflächenmarker (Langdon, 1984; Langdon, 1989a; Yunis und Brunning, 1986).   
Diese Beispiele belegen, dass CBL in vielfältiger Weise an der malignen Transformation 






2 Zielsetzung der Arbeit 
 
Die Beteiligung von RTKs an der Pathogenese maligner Neoplasien ist seit langem 
bekannt. Es wurden mehrere Mechanismen der Transformation von Zellen durch RTKs 
beschrieben, z.B. Überexpression und aktivierende Mutationen.  
Seit der Entdeckung der ersten aktivierenden Mutationen im FLT3-Gen, FLT3-ITD- und 
FLT3-TKD-Mutationen in einem Drittel aller adulten Patienten mit AML wurde die 
funktionelle Relevanz dieser molekularen Alterationen eingehend untersucht. Zahlreiche 
Studien bestätigten einen pro-proliferativen und anti-apoptotischen Phänotyp in vitro und in 
vivo. Durch intensive Erforschung des FLT3-Gens konnte in unserer Arbeitsgruppe eine 
bisher unbekannte Punktmutation in der JM-Domäne von FLT3 identifiziert werden 
(Spiekermann, 2003b). Ein Screening von AML-Patientenproben identifizierte weitere Fälle 
von Punktmutationen in dieser Region des FLT3-Proteins. Daraus resultierte die 
Fragestellung, ob diese Mutationen funktionelle Relevanz in der AML haben. Es sollte 
untersucht werden, ob eine einzelne Punktmutation in der strukturell wichtigen 
autoinhibitorischen JM-Domäne von FLT3 zur Autoaktivierung des FLT3-Rezeptors und 
zur Transformation hämatopoetischer Zellen führen könne.  
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Hypothese geklärt werden, ob CBL, ein bekannter 
Negativ-Regulator von RTKs, eine Rolle in der Regulation der FLT3-Rezeptoraktivität hat 
und ob funktionelle oder strukturelle Alterationen im CBL-Protein zur Transformation FLT3-
exprimierender Zellen führen können. Durch eine mögliche Beteiligung von CBL an der 
Endozytose und Ubiquitinierung sowie Degradierung von FLT3 könnte eine Störung dieser 
Funktion zur aberranten Aufrechterhaltung der FLT3-Rezeptoraktivität in FLT3-
exprimierenden AML-Blasten führen und somit zur malignen Transformation beitragen. 
Damit würde ein neuer Mechanismus der malignen Transformation FLT3-exprimierender 
Zellen identifiziert. Weiterhin sollten AML-Zelllinien und Patientenproben auf die 
Anwesenheit von CBL-Mutationen untersucht werden, um zu klären, ob diese an der 
Pathogenese der AML beteiligt sein könnten. 
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α-β-Actin (A5441, AC-15) Maus, monoklonal Sigma (Taufkirchen) 
α-AKT (#9272) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling (NEB, Frankfurt) 
α-Bcl-x(L) (H-5, sc-8392) Maus, monoklonal Santa Cruz (CA, USA) 
α-CBL (C15, sc-170) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz (CA, USA) 
α-FLT3 (S18, sc-480)  Kaninchen, polyklonal Santa Cruz (CA, USA) 
α-FLT3 (C20, sc-479) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz (CA, USA) 
α-HA (HA.11, MMS-101R) Maus, monoklonal Covance (Berkeley, USA) 
α-HA (Y-11) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz (CA, USA) 
α-p44/42MAP-Kinase (#9102) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling (NEB, Frankfurt) 
α-STAT5 (C17, sc-835) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz (CA, USA) 
normal IgG (sc-2027) Kaninchen Santa Cruz (CA, USA) 
normal IgG (sc-2025) Maus Santa Cruz (CA, USA) 
 
Phosphospezifische Primärantikörper 
α-pTyr(PY99) (sc-7020) Maus, monoklonal Santa Cruz (CA, USA) 
α-pSTAT5 (Tyr-694) (#9351) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling (NEB, Frankfurt) 
α-p44/p42 MAP Kinase (#9101) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling (NEB, Frankfurt) 
α-pAKT (Ser473) (#9271)  Kaninchen, polyklonal Cell Signaling (NEB, Frankfurt) 
  
Sekundärantikörper 
α-Maus IgG-HRP Ziege  Santa Cruz (CA, USA) 
α-Kaninchen IgG-HRP Ziege Sigma (Taufkirchen) 
 
FACS Antikörper 
CD135-PE IgG1 (2234) Maus Immunotech (Marseille, FRA)
IgG1-PE Kontrolle (A07796) Maus Immunotech (Marseille, FRA)
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3.1.2 Plasmide  
 
Expressionsvektoren 
pcDNA6A Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 
pSRαMSVtkneo (pSRα) siehe (Takebe, 1988); zur Verfügung gestellt von I. Dikic, 





pMSCV-eYFP-IRES (MIY)   
 
´murine stem cell virus´; zur Verfügung gestellt von R.K. 
Humphries (Terry Fox Laboratory, Vancouver, Kanada) 




hergestellt in der AG Spiekermann, KKG Leukämie, GSF-
Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit; 
ursprüngliches Konstrukt pcDNA6A-FLT3-WT von D.G. 






hergestellt in der AG Spiekermann, KKG Leukämie; 
ursprüngliches Konstrukt von D.G. Gilliland, Boston, MA, 





Abb. 3.1 Aminosäuresequenz der verwendeten FLT3-ITD Konstrukte. FLT3-W51 enthält eine 
7 AS duplizierte Sequenz (REYEYDL), inseriert zwischen AS 601/602; FLT3-W78 eine 22 AS 
duplizierte Sequenz (GLVQVTGSSDNEYFYVDFREYE), inseriert zwischen AS 598/599; FLT3-
NPOS eine 28 AS duplizierte Sequenz (CSSDNEYFYVDFREYEYDLKWEFPRENL), inseriert 
zwischen AS 611/612 des humanen FLT3-WT.  
 




















in dieser Arbeit hergestellte Konstrukte 
 
 
hergestellt in der AG Spiekermann, KKG Leukämie 
 
 
hergestellt in der AG Spiekermann, KKG Leukämie 
MIY-Bcl-x(L)  hergestellt in der AG Spiekermann, KKG Leukämie; 
ursprüngliches Konstrukt zur Verfügung gestellt von S.J. 
Korsmeyer (Howard Hughes Medical Institute, Dana-





in dieser Arbeit hergestellte Konstrukte; cDNA zur 
Verfügung gestellt von I. Dikic, Institut für Biochemie II, 








in dieser Arbeit hergestellte Konstrukte 
 
 




Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion (München) synthetisiert. 
Die Sequenzen sind in 5´ → 3´ Richtung angegeben. 
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Oligonukleotide zur Mutagenese von FLT3 
FW FLT3 V579A 
5´-GASAGCCAGCTACAGATGGCACAGGTGACCGGCTCCTCAG-3´ 
RV FLT3 V579A 
5´-CTGAGGAGCCGGTCACCTGTGCCATCTGTAGCTGGCTTTC-3´ 
FW FLT3 F594L  
5´-CGGCTCCTCAGATASTGAGTACTTCTACGTTGATTTGAGAGASTATG-3´ 
RV FLT3 F594L 
5´-CATATTCTCTCASATCASCGTAGASGTACTCATTATCTGAGGAGCCG-3´ 
FW FLT3 590G591D   
5´-CCTCAGATASTGAGTACGGCGACGTTGATTTCAGAGASTATGA-3´ 
RV FLT3 590G591D    
5´-TCATATTCTCTGASATCASCGTCGCCGTACTCATTATCTGAGG-3´ 
 
Oligonukleotide zur Sequenzierung von FLT3 
Die cDNA Sequenz von FLT3 wurde mit Hilfe der Datenbank des „National Center for 
Biotechnology Information“ (NCBI, Bethesda, MD, USA) ermittelt (Genbank Accession Nr. 
NM_004119). 
pMSCVkurz  
5´-CCCTTGASCCTCCTCGTTCG-3´       1 -   260 BP v. FLT3 
pFLT3-2 
5´-ASGACCTCGGGTGTGCGTTG-3´     260 - 600  BP  
pFLT3-3 
5´-ACGCCCTGGTCTGCATATC-3´        600 - 940  BP 
pFLT3-4 (843F) 
5´-CGGGCTCACCTGGGASTTAG-3´    940 - 1280  BP 
pFLT3-5 
5´-TTTGCASTCATASGCACCAGC-3´ 1280 - 1620  BP 
pFLT3-6 
5´-ATACASTTCCCTTGGCACATC-3´ 1620 - 1960  BP 
pFLT3-7 
5´-ASCAGGAGTCTCASTCCAGG-3´ 1960 -  2300  BP 
pFLT3-8 (2205F) 
5´-CAGCATGCCTGGTTCASGAG-3´ 2300 -  2640  BP 
pFLT3-9 
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5´-AGGCATCTACACCATTASGAG-3´ 2640 -  2980  BP 
 





FW CBL-G306E  
5´-GGTCAGTGGGCTATTGAGTATGTTACTGCTGATGG-3´ 
RV CBL-G306E  
5´-CCATCAGCAGTASCATACTCASTAGCCCACTGACC-3´ 
 
Oligonukleotide zur Sequenzierung von CBL 
Die cDNA Sequenz von CBL wurde mit Hilfe der Datenbank des „National Center for 
Biotechnology Information“ (NCBI, Bethesda, MD, USA) ermittelt (Genbank Accession Nr. 
NM_005188). 
pMSCVkurz  






















HEK-293 embryonale Nierenepithel-Zelllinie (Graham, 1977) 
MOLM-13 akute meyloische Leukämie-Zelllinie, aus peripherem Blut eines 20-
jährigen Mannes mit AML FAB M5a etabliert (Matsuo, 1997) 
 
Murin 
Ba/F3 IL-3-abhängige pro-B Zelllinie 
WEHI-3B myelomonozytische Leukämie-Zelllinie (Warner, 1969); makrophagen-
ähnliche Zellen aus einer BALB/c-Maus; Zellen produzieren den 
hämatopoetischen Wachstumsfaktoren IL-3 
 
3.1.5 Chemikalien, Enzyme, Inhibitoren, Zytokine 
 
Chemikalien 
Acrylamid/Bisacrylamid 30%  (Roth, Karlsruhe) 
Agarose  (Sigma, Taufkirchen) 
Ammoniumperoxidisulfat (APS)  (BioRad, München) 
Aprotinin  (Sigma, Taufkirchen) 
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagenz  (BioRad, München) 
Bovinserumalbumin (BSA)  (Fluka, Buch, Schweiz) 
Bromphenolblau  (Sigma, Taufkirchen) 
BS3 (Bis(Sulfosuccinimidyl)suberat) (Pierce, Rockford, USA) 
Dimethylsulfoxid  (Sigma, Taufkirchen) 
1,4-Dithioerythritol  (Merck, Darmstadt) 
DNA Leiter (Promega, Mannheim) 
dNTPs (Roche, Mannheim) 
ECL Detektionsreagenz  (Amersham Pharmacia, Freiburg) 
EGTA (Ethylen Glycol-bis(2-aminoethylether)- 
N,N,N′,N′-tetraacetic acid)   (Sigma, Taufkirchen) 
Essigsäure  (Merck, Darmstadt) 
Ethanol  (Merck, Darmstadt) 
Fötales Kälberserum (FKS)  (Sigma, Taufkirchen) 
Glycerin  (Sigma, Taufkirchen) 
 
Material und Methoden 24
 
HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N´- 
(2-ethanesulfonic acid))  (Sigma, Taufkirchen) 
High Performance Chemiluminescence Film  (Amersham Pharmacia, Freiburg) 
Leupeptin A  (Sigma, Taufkirchen) 
2-Mercaptoethanol  (Sigma, Taufkirchen)  
Methanol  (Merck, Darmstadt)  
Natriumacetat  (Sigma, Taufkirchen) 
Natriumazid (Roth, Karlsruhe) 
Natriumcitrat  (Sigma, Taufkirchen) 
Natriumfluorid  (Sigma, Taufkirchen) 
tetra-Natriumdiphosphatdekahydrat  (Sigma, Taufkirchen) 
Natriumvanadat  (Sigma, Taufkirchen) 
N-Ethylmaleimid  (Sigma, Taufkirchen) 
Nitrocellulose Membran  (Schleicher&Schüll, Dassel) 
NP-40  (Sigma, Taufkirchen) 
Okadaische Säure  (Roche, Mannheim) 
Pepstatin A  (Sigma, Taufkirchen) 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  (Sigma, Taufkirchen) 
Phosphatase Inhibitor Cocktail 2  (Sigma, Taufkirchen) 
Ponceau (Sigma, Taufkirchen) 
Polyfect Transfektionsreagenz (Qiagen, Hilden) 
Polybren (Sigma, Taufkirchen) 
Proteinase Inhibitor Cocktail (P8340)  (Sigma, Taufkirchen) 
Protein G-Agarose  (Roche, Mannheim) 
Protein A-Agarose  (Roche, Mannheim) 
Propidiumiodid-Lösung  (Sigma, Taufkirchen) 
Rainbow Marker (Amersham, Freiburg) 
Sodiumdodecylsulfat (SDS)  (BioRad, München) 
Tetramethylethylendiamin (TEMED)  (Serva, Heidelberg) 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)  (Merck, Darmstadt) 
Triton-X-100  (Sigma, Taufkirchen) 
Trypan Blau  (Invitrogen, Karlsruhe)  
Tween 20  (Merck, Darmstadt) 
Zellproliferations-Reagenz WST-1  (Roche, Mannheim) 
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Enzyme 
Taq DNA Polymerase  (Roche, Mannheim) 
Pfu Turbo DNA Polymerase  (Stratagene, Heidelberg) 
T4-DNA-Ligase  (Roche, Mannheim) 
T4-DNA-Ligase  (Fermentas, St.Leon-Rot) 
Restriktionsenzyme  (NEB, Frankfurt) 
 
Inhibitoren 
Imatinib (STI571)  (Novartis, Basel, Schweiz)  
LY294002  (Calbiochem, Schwalbach) 
MG-132  (Calbiochem, Schwalbach) 
PD98059  (Calbiochem, Schwalbach) 
PKC412 (CGP 41251)  (Novartis, Basel, Schweiz) 
Rapamycin  (Calbiochem, Schwalbach) 
SU5614  (Calbiochem, Schwalbach) 
SU6656  (Calbiochem, Schwalbach) 
 
Die verwendeten Inhibitoren wurden nach Herstellerangaben in DMSO gelöst und in 
Aliquots bei –20°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Inhibitoren sofort verwendet 
und Reste verworfen. Verdünnungen wurden mit dem entsprechenden Zellkultur-Medium 
hergestellt. Die empirisch ermittelte Toxizitätsgrenze von 0,25 % DMSO im Medium für die 
behandelten Zellen wurde nicht überschritten. 
 
Zytokine 
FLT3-Ligand (FL), rekombinant human  (Promocell, Heidelberg) 
Interleukin-3 (IL-3), rekombinant murin  (Biosource, Camarillo, USA) 
 
Die Zytokine wurden in lyophilisiertem Zustand erworben und in 0,1 % BSA-Lösung 
rekonstituiert. Aliquots wurden bei –20°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden sie bei 4°C 




Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit I  (BecktonDickinson,Heidelberg) 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit  (Appl. Biosystems, ForsterCity, USA)  
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PCR Purification Kit  (Qiagen, Hilden) 
RNeasy Mini Kit  (Qiagen, Hilden) 
OmniscriptTM Reverse Transcriptase Kit  (Qiagen, Hilden) 
Qiagen Endofree Plasmid Maxi Kit  (Qiagen, Hilden) 
QIAprep-spin Miniprep Kit  (Qiagen, Hilden) 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) 




Bakterien-Brutschrank  (Heraeus, Osterode) 
Blotting-Kammer  (BioRad, München) 
CO2-Inkubator für Zellkultur (Heraeus, Osterode) 
DNA-ThermoCycler  (Perkin-Elmer, Überlingen) 
Entwicklermaschine M35X-OMAT Processor  (Kodak, Stuttgart) 
Eppendorf Ultrazentrifuge 2K15  (Sigma, Taufkirchen) 
Expositionskassetten  (Amersham, Pharmacia, Freiburg) 
FACS Calibur  (Beckton Dickinson, Heidelberg) 
FACS Sorter  (Beckton Dickinson, Heidelberg) 
Flow Hood Werkbank  (Bio Flow Technik, Meckenhein) 
Flüssigstickstofftank  (Cryoson, Schöllkrippen) 
Fluoreszenzmikroskop  (Carl Zeiss, Jena) 
Gefrierschränke (-80°C) UF80-450S  (Colora Messtechnik, Lorch) 
Gelelektrophoresekammer  (Owl Sep. Systems, Portsmouth, USA) 
Heizblock BT 130-2  (Haep Labor Consult, Bovenenden) 
Kühl-/Gefrierschränke (4°C, -20°C)  (Siemens, Erlangen) 
Kühlzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) 
Mikroskop  (Carl Zeiss, Jena) 
pH-Meter 766  (VWR International, Ismaning) 
Proteingelelektrophoresekammer  (BioRad, München) 
Rotor Ti 75  (Beckman, Palo Alto, CA, USA) 
Schüttler  (Edmund Bühler, Tübingen) 
Sequenzierer (ABI Prism 310 Genetic Analyzer) (Appl. Biosys, ForsterCity, USA) 
Spektophotometer Smartspec TM 3000  (BioRad, München) 
Ultrazentrifuge L7-65  (Beckman, Palo Alto, CA, USA) 
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Vortexer  (Cenco, Breda, Niederlande) 
Wasserbad  (HASKE, Karlsruhe) 




Adobe Illustrator  (Adobe Systems, Unterschleißheim) 
Adobe Photoshop  (Adobe Systems, Unterschleißheim) 
BioEdit 7.0  (ISIS Pharmaceutica, Carlsbad, USA) 
Cellquest 3.3  (Beckton Dickinson, Heidelberg) 
EndNote 6.0.2  (Thompson ISI, Carlsbad, CA, USA) 
Microsoft Office 2000 (Microsoft, Redmond, WA, USA) 
SigmaPlot 6.0  (SPSS Incorporated, Chicago, USA) 
TINA 2.0  (Raytest, Straubenhardt) 







3.2.1.1 Vermehrung und Aufbewahrung von Bakterienkulturen 
 
Bakterien wurden entweder auf LB-Agar-Platten im 37°C Brutschrank oder als 
Suspensionskultur in LB-Medium im Thermoschüttler bei einer Temperatur von 37°C 
kultiviert. Suspensionskulturen wurden durch Picken einer einzelnen Bakterienkolonie 
einer LB-Agar-Platte und Infektion von LB-Medium erhalten. Transformierte Bakterien 
konnten aufgrund der Antibiotikaresistenz des transformierten Plasmids durch Zusatz von 
100 µg/ml Ampicillin oder 30 µg/ml Kanamycin zum LB-Medium selektioniert werden. Die 
Lagerung der Bakterien über längere Zeiträume erfolgte auf Agar-Platten bei 4°C.  
 
LB-Medium: 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl, pH 7,0 
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3.2.1.2  Herstellung kompetenter Bakterien  
 
Die Behandlung von E.coli-Zellen mit Ca2+-Ionen bewirkt aufgrund eines bisher nicht 
verstandenen Mechanismus, dass die Zellen mit hoher Effizienz Plasmid-DNA aufnehmen 
können.  
Zur Expansion der Bakterien wurden 10 ml LB-Medium (ohne Antibiotika) mit kompetenten 
Zellen eines E.coli-Stammes (´E.coli XL-1 blue´ oder ´E.coli XL-10 Gold´) angeimpft und 
über Nacht bei 37°C im Schüttler inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die 
Bakterienkultur 1:10 mit LB-Medium verdünnt und bei Erreichen einer Konzentration von 
ca. 1 x 109 Zellen pro ml (OD580 von 0,5 bis 0,9) 15 min auf Eis abgekühlt. Danach wurden 
die Zellen bei 1000 g für 5 min pelletiert und der Überstand verworfen. Zur Herstellung 
kompetenter Zellen wurden die Zellen in 50 ml eiskaltem, sterilen Tfb I-Puffer 
resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde erneut 
abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet vorsichtig in eiskaltem Tfb II-Puffer 
aufgenommen. Aliquots von 100 µl wurden sofort auf Trockeneis oder flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei –80°C gelagert.  
 
Tfb I: 30 mM KOAc, 100 mM KCl, 50 mM MnCl2, 10 mM CaCl2,  
15 % (v/v) Glycerin (Sterilfiltration, Lagerung bei 4°C) 
Tfb II: 5 ml 1 M NaMOPS (pH 7,0), 75 mM CaCl2, 10 mM KCl,  
15 % (v/v) Glycerin (Sterilfiltration, Lagerung bei 4°C) 
 
3.2.1.3 Transformation der kompetenten E.coli-Bakterien 
 
Zur Transformation der Bakterien wurde ein Aliquot kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut. 
Für einen 50 µl Ansatz wurden 5 µl 5xKCM (500 mM KCl, 150 mM CaCl2, 250 mM MgCl2) 
und ca. 1 µg DNA (oder 10 µl Ligationsansatz oder 20 µl Mutagenese-PCR Produkt) mit 
Aqua dest. auf 25 µl Volumen aufgefüllt und mit 25 µl kompetenten Zellen versetzt. Der 
Ansatz wurde erst 20 min auf Eis, dann weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurden 250 µl LB-Medium (ohne Antibiotika) zugefügt und zur Expression 
des Resistenzgens (meist ß-Lactamase) 1 h bei 37°C geschüttelt. 150 µl des 
Transformationsansatzes wurden zur Selektion positiver Klone auf einer LB-Agarplatte mit 
Antibiotikum (meist Ampicillin) ausplattiert und über Nacht bei 37°C im Brutschrank 
inkubiert. Waren Bakterien gewachsen, konnten am nächsten Tag Einzelkolonien isoliert 
werden und zur Präparation von Plasmid-DNA weiter expandiert werden.  
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3.2.1.4 Präparation von Plasmid-DNA 
 
Die Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen 




Zur Präparation von Plasmid-DNA in kleinerem Maßstab (Mini-Präparation) wurden 4 ml  
LB-Medium mit einer einzelnen Kolonie transformierter Bakterien angeimpft und über 
Nacht bei 37°C im Schüttler inkubiert. Es wurde entweder das ´QIAprep Spin Miniprep Kit´ 
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben verwendet oder wie nachfolgend beschrieben mit 
selbst hergestellten Puffern gearbeitet. Die Bakterien der Übernacht-Kultur wurden in 
einem Eppendorf-Gefäß in der Tischzentrifuge sedimentiert, der Überstand verworfen und 
das Pellet in 200 µl E1-Puffer resuspendiert. Zur Lyse der Bakterien wurden 300 µl frisch 
zubereiteter E2-Puffer zugegeben. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde die Lösung durch 
Zugabe von 300 µl E3-Puffer neutralisiert, durch leichtes Schwenken vorsichtig gemischt 
und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Die entstandene Debris (Zellreste und chromosomale 
DNA) wurde durch 20 min Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit abgetrennt und 
der Überstand in ein frisches Eppendorf-Gefäß überführt. Die im Überstand gelöste DNA 
wurde dann durch Zugabe von 0,7 Volumenanteilen Isopropanol gefällt und für 20 min auf 
Eis inkubiert. Nach Zentrifugation für 15 min bei 4°C mit maximaler Geschwindigkeit wurde 
die pelletierte DNA in 500 µl 70%igem Ethanol resuspendiert, erneut abzentrifugiert und 
anschließend an der Luft getrocknet. Die DNA wurde in 30 µl TE-Puffer vollständig 
aufgelöst. Es wurde eine maximale Ausbeute von 20 µg DNA erzielt. 
 
E1-Puffer: 50 mM Tris-HCL, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNAse, pH 8,0 
E2-Puffer:  200 mM NaOH, 1 % SDS 
E3-Puffer: 3,1 M Kaliumacetat, pH 5,5 




Zur Gewinnung größerer Mengen an Plasmid-DNA wurde eine einzelne Kolonie einer 
Selektionsplatte gepickt, eine 5 ml Vorkultur angeimpft und für 2 h bei 37°C auf dem 
Schüttler inkubiert. Die Vorkultur wurde dann vollständig in 100 ml LB-Medium gegossen 
und über Nacht erneut bei 37°C auf dem Schüttler inkubiert. Die Isolation der Plasmid-
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DNA erfolgte am nächsten Tag mit Hilfe des ´Qiagen Maxiprep Kits´ (Qiagen, Hilden) nach 
Herstellerangaben. Die DNA wird dabei an eine Anionen-Austauscher Säule unter 
geeigneten Niedrig-Salz-Bedingungen und entsprechendem pH-Wert gebunden. Nach 
Waschen der DNA kann diese dann durch einen Hoch-Salz-Puffer eluiert werden. Es 






Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in 
Gegenwart von 5 % CO2 kultiviert. Den verwendeten Kulturmedien, RPMI-1640 und 
DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium), wurde 10 % fötales Kälberserum (FCS) 
sowie 50 U/ml Penicillin und 50 µg/ml Streptomycin zugesetzt (Vollmedium). 
 
3.2.2.1.a Adhärent wachsende Zelllinien 
 
Die humane embryonale Nierenepithel-Zelllinie 293 wurde in DMEM-Vollmedium kultiviert. 
Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen 1:5 verdünnt. Um die Zellen vom Kulturgefäß zu 
lösen, wurden sie einmal mit DPBS gewaschen, für 5 min mit Trypsin (Invitrogen, 
Karlsruhe) behandelt, dieses mit frischem DMEM-Vollmedium verdünnt und die Zellen 
durch Auf- und Abpipettieren vom Boden des Kulturgefäßes gelöst. Ein Fünftel der 
Zellsuspension wurde in einem neuen Kulturgefäß ausgesät. 
Die murine myelomonozytische Leukämie-Zelllinie WEHI-3B wurde in RPMI-1640 
Vollmedium kultiviert. Die runden Einzel-Zellen wachsen zum überwiegenden Teil 
adhärent und zum Teil in Suspension. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen 1:5 
verdünnt. Da die Zellen Trypsin-sensitiv sind, erfolgte das Ablösen der Zellen durch 10 min 
Inkubation in PBS (ohne Ca2+ oder Mg2+) und anschließendes Abschaben mit einem 
Zellschaber. Ein Fünftel der Zellsuspension wurde in einem frischen Kulturgefäß ausgesät. 
WEHI-3B-Zellen produzieren murines IL-3 und die Kultur diente als IL-3-Quelle zur 
Kultivierung der IL-3-abhängigen Ba/F3-Zellen. 
 
 




Die IL-3-abhängige murine pro-B-Zelllinie Ba/F3 wurde in RPMI-Vollmedium mit Zusatz 
von 10 % WEHI-3B-konditioniertem Medium als Quelle des murinen IL-3 kultiviert. Die  
Ba/F3-Zellen wurden alle zwei bis drei Tage 1:20 gesplittet.  
Die AML-Zelllinie MOLM-13 wurde in RPMI-1640 unter Zusatz von 20 % fötalem 
Kälberserum (FCS) sowie 50 U/ml Penicillin und 50 µg/ml Streptomycin kultiviert und alle 
drei Tage 1:3 gesplittet. 
 
3.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
Zellstocks können für mehrere Jahre in flüssigem Stickstoff aufbewahrt werden. 1 - 2 x 107 
Zellen wurden pelletiert und in 1 ml Einfriermedium resuspendiert,  die Zellsuspension in 
1,5 ml-Einfriergefäße (Nunc-CryotubeTM) transferiert und diese in einem speziellen 
Einfriercontainer (NalgeneTMCryo 1°C Freezing Container) bei – 80°C eingefroren. Der 
Einfriercontainer, der Isopropanol enthält, gewährleistet eine langsame 
Abkühlgeschwindigkeit von –1°C pro Minute. Zellen, die zur Langzeitlagerung bestimmt 
waren, wurden innerhalb einer Woche von –80°C in flüssigen Stickstoff (-196°C) überführt. 
Das Auftauen der Zellen erfolgte in einem 37°C warmen Wasserbad. Die Zellsuspension, 
die das zelltoxische DMSO enthält, wurde sofort mit 20 – 25 ml Medium verdünnt. Die 
Zellen wurden 5 min bei 1000 rpm (210 g) abzentrifugiert, der Überstand verworfen und 
die Zellen in Medium resuspendiert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen vor Ansatz 
eines Experiments mindestens 3 Tage kultiviert.  
 
Einfriermedium: 90 % FCS, 10 % DMSO 
  
3.2.2.3 Transfektion von 293-Zellen 
 
293-Zellen sind leicht und mit hoher Effizienz transfizierbar. Sie wurden zur 
Überexpression von Proteinen und als Verpackungszellinie zur Produktion von 
retroviralem Überstand für die stabile Transduktion von Ba/F3-Zellen verwendet. Zur 
Überexpression von Proteinen musste die cDNA in eukaryotischen Expressionsvektoren 
(z.B. pCDNA6, pSRαneo) vorliegen. Zur stabilen Transduktion von Ba/F3-Zellen durch 
retroviralen Gentransfer wurde die cDNA in die ´multiple cloning site´ (MCS) des pMSCV 
(´murine stem cell virus´)-Vektors kloniert (Abb. 3.2, S.32). 
 






Abb. 3.2 Retrovirale Expressionsvektoren MIY (pMSCV-IRES-YFP, YFP exprimierend) und 
MIG (GFP exprimierend). In die ´multiple cloning site´ wurde das ´gene of interest´ kloniert. 
Erläuterung s. Text 
Strangabwärts zur MCS befindet sich eine IRES (´internal ribosome entry site´)-Sequenz 
und die codierende Sequenz für ´YFP´ oder ´GFP´ (´yellow fluorescent protein´ bzw.  
´green fluorescent protein´), so dass eine simultane Expression des ´gene of interest´ und 
des Reportergens gegeben ist, die später eine Selektion positiver Zellen anhand der 
Fluoreszenz erlaubt. Die LTRs (´long terminal repeats´) sind regulatorische Sequenzen, 
wobei der 5´-LTR Promotorfunktion besitzt und der 3´-LTR die Sequenz für die 
Transkriptionstermination enthält. Um die Bildung replikationskompetenter Retroviren zu 
vermeiden, fehlen dem Vektor Sequenzen, die für die Verpackungsproteine kodieren. Zur 
Produktion von Retroviren wurde daher DNA in Form des kommerziell erhältlichen 
EcoPack® (Clontech, Heidelberg) kotransfiziert, die die entsprechenden gag-, pol- und 
env-Sequenzen enthält.  
 
3.2.2.3.a Überexpression von Proteinen 
 
Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen (5 x 105 Zellen pro well einer 6-well-
Platte oder 1,2 x 106 Zellen pro 60 mm Platte) ausgesät. Am nächsten Tag sollten sie gut 
an der Oberfläche des Kulturgefäßes adhäriert und zu 60 – 70 % konfluent gewachsen 
sein. Zur Transfektion wurde entweder das Transfektionsreagenz Lipofect® (Qiagen, 
Hilden) nach Herstellerangaben oder die Methode der Calciumphosphatpräzipitation 
(Graham und van der Eb, 1973) verwendet. Zur Transfektion von 5 x 105 Zellen mit 
Calciumphosphat wurden 54 µl 250 mM CaCl2-Lösung und 2 µg Plasmid-DNA gut 
gemischt. Nach Zugabe von 54 µl HBS-Lösung wurde das Gemisch gevortext und zur 
Komplexbildung für 5 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und 2 ml frisches DMEM-Medium zugegeben. Das Transfektionsgemisch 
wurde tropfenweise zu den Zellen gegeben und die Zellen wurden mit dem 
Transfektionsgemisch für 12 – 18 h im Brutschrank kultiviert. Danach wurde das 
Transfektionsgemisch abgenommen, die Zellen mit frischem DMEM-Medium versetzt und 
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die Zellen für weitere 24 h im Brutschrank kultiviert. 48 h nach Transfektion wurden die 
Zellen lysiert und auf die Expression der Proteine überprüft. 
 
3.2.2.3.b Produktion von Retroviren 
 
Zur Produktion von Retroviren wurden die Zellen wie unter 3.2.2.3.a beschrieben 
transfiziert, nur wurde zusätzlich zur Plasmid-DNA 2 µg EcoPack®, zur Bildung der viralen 
Verpackungsproteine, kotransfiziert. 48 h nach Transfektion wurde der retrovirale 
Überstand von den Zellen abgenommen und steril filtriert. Er konnte dann zur stabilen 
Transduktion von Ba/F3-Zellen verwendet werden. Wurde der retrovirale Überstand nicht 
sofort weiter verwendet, wurde er bei –80°C gelagert. 
 
3.2.2.4 Stabile Transduktion von Ba/F3-Zellen 
 
Die Transduktion von Ba/F3-Zellen mit retroviralem Überstand wurde in drei 
Parallelansätzen durchgeführt. In einer 48-well-Platte wurden je 200 µl Zellsuspension 
(Konzentration 0,25 x 106 Zellen/ml) mit je 200 µl retroviralem Überstand (s. 3.2.2.3.b) 
gemischt, mit 8 µl Polybren-Lösung (Hexadimethrinbromid, Konzentration 8 µg/ml) versetzt 
und im Brutschrank kultiviert. Nach 8 – 12 h wurde je well 1 ml RPMI-Vollmedium 
zugegeben, um das Polybrene zu verdünnen. 48 h nach Transduktion wurden die drei 
Ansätze gepoolt und die Zellen bis zur Sortierung im FACS (´Fluorescence Activated Cell 
Sorter´) in Zellkulturflaschen expandiert. 
 
3.2.2.5 Sortierung der Zellen im FACS 
 
Nach 5 Tagen wurden die transduzierten Ba/F3-Zellen mit Hilfe des FACS-Vantage SE 
Durchflusszytometers (Beckton Dickinson, Heidelberg), ausgestattet mit einem Turbo-Sort 
Device (erlaubt die Sortierung von 20.000 Zellen/s), und der Cellquest 3.3 Messsoftware 
anhand der YFP/GFP-Expression sortiert. Zu diesem Zweck wurden die Zellen einmal in 
PBS gewaschen und in RPMI-Vollmedium, unter Zusatz von 1 µg/ml Propidiumiodid (zur 
Markierung nicht-viabler Zellen) aufgenommen. Die sortierten YFP/GFP positiven Zellen 
wurden expandiert und 3 Tage nach Sortierung im Analyse-Durchflusszytometer FACS 
Calibur (Beckton Dickinson, Heidelberg) auf die Reinheit der Population überprüft. Es 
wurde nur mit Zellpopulationen gearbeitet, die > 95 % YFP/GFP-positive Zellen enthielten. 
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3.2.2.6 Bestimmung der Lebendzellzahl (Proliferationsexperimente) 
 
Die Bestimmung der Lebendzellzahl ist in der Zellkultur häufig notwendig, z.B. beim 
Aussäen von Zellen und Auszählen von Proliferationsexperimenten. 
Proliferationsexperimente wurden mit infizierten Ba/F3-Zellen unter verschiedensten 




Eine Methode zur Bestimmung der Lebendzellzahl ist der Trypan-Blau-Exklusions-Test. 
Der Farbstoff Trypan-Blau kann die Zellmembran lebender Zellen nicht passieren, jedoch 
in tote Zellen eindringen, deren Membran porös ist. Tote Zellen erscheinen daher im 
Lichtmikroskop blau, lebende Zellen farblos. Zellsuspension und Trypan-Blau wurden in 
einem definierten Verhältnis gemischt, 10 µl der Mixtur in eine Neubauer-Zählkammer 
gefüllt und lebende Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezählt.  
Die Formel zur Berechnung der Lebendzellzahl/ml lautet: Lebendzellzahl/ml = Anzahl 
lebender Zellen / 4 x Verdünnungsfaktor x 10.000 
Für Proliferationsexperimente mit Ba/F3-Zellen wurden standardmäßig 4 x 104 Zellen pro 
ml Medium ausgesät und nach 72 h die Lebendzellzahl bestimmt. 
 
Trypan-Blau: 0,4 % in wässriger NaCl-Lösung (Invitrogen, Karlsruhe) 
   
3.2.2.6.b WST-Assay 
 
Der WST-Assay erlaubt die spektrophotometrische Quantifizierung des Zellwachstums 
und der Viabilität von Zellen in Proliferationsexperimenten. Das hellrote Tetrazoliumsalz 
WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzendisulfonat) wird 
von zellulären Enzymen zu dunkelrotem Formazan (Absorptionsmaximum bei 450 nm) 
gespalten. Eine Expansion viabler Zellen führt zu einer Erhöhung der Gesamtaktivität 
mitochondrialer Dehydrogenasen im Ansatz. Die Erhöhung der Enzymaktivität führt zu 
einer größeren Menge an gebildeten Formazan, welches direkt mit der Zahl metabolisch 
aktiver Zellen in Kultur korreliert.  
Das Zellproliferations-Reagenz WST-1 (Roche, Mannheim) wurde zur Bestimmung der 
Zellviabilität von Ba/F3-Zellen eingesetzt. Die optimalen Bedingungen für diese Zelllinie, 
insbesondere Zelldichte und Inkubationszeit mit WST-1-Reagenz, wurden zu Beginn in 
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Testreihen bestimmt. In einer 96-well-Platte mit flachem Boden wurden je well 2000 Zellen 
ausgesät, je nach Versuch mit Zytokinen bzw. Inhibitoren versetzt, auf ein Gesamtvolumen 
von 100 µl Medium aufgefüllt und im Brutschrank kultiviert. Nach 72 h wurden je well 10 µl 
WST-1-Reagenz zugesetzt und die Platte für weitere 4 h im Brutschrank inkubiert. Die 
Platte wurde vor der Messung geschüttelt, um eine homogene Lösung zu erhalten und 
dann am ELISA-Reader vermessen. Jeder Wert wurde parallel 3x angesetzt. Als Blank-
Kontrolle wurden mehrere wells ohne Zellen mit Medium alleine und WST-1-Reagenz 
gemessen. Der Mittelwert der Blank-Kontrolle wurde vom Mittelwert der drei Messwerte 
jedes Ansatzes abgezogen. 
 
3.2.2.7 Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen in einer Zellkultur 
 
3.2.2.7.a Apoptose-Test mit Annexin- und 7-AAD-Färbung 
 
Zur Detektion apoptotischer Zellen in einer Kultur wurde der ´Annexin V-PE Apoptosis 
Detection Kit´ (BD Biosciences, Heidelberg) nach Herstellerangaben verwendet. Der Test 
beruht auf einer Doppelfärbung apoptotischer bzw. toter Zellen mit Annexin V-PE 
(Annexin-V konjugiert mit Phycoerythrin) und 7-AAD (7-Amino-actinomycin D) und 
anschließender Analyse im Durchflusszytometer. Im Frühstadium der Apoptose wird bei 
noch intakter Zellmembran ein Zusammenbrechen der Membran-Asymmetrie beobachtet, 
indem das Phosphatidylserin (PS), welches sich bei lebenden Zellen im inneren Blatt der 
Plasmamembran befindet, in das äußere Blatt umgelagert wird (Martin, 1995). Annexin V-
PE bindet Ca2+-abhängig an das zur äußeren Zellumgebung hin exponierte PS und kann 
aufgrund der Konjugation mit dem Fluorochrom Phycoerythrin (PE) im 
Durchflusszytometer nachgewiesen werden. 7-AAD ist ein langwellig emittierender 
Vitalfarbstoff, der tote Zellen anfärbt, jedoch die intakte Zellmembran nicht durchdringen 
kann. Die Doppelfärbung mit Annexin-V-PE und 7-AAD erlaubt demnach die Identifikation 
drei unterschiedlicher Zellpopulationen: Lebende Zellen sind Annexin V-PE und 7-AAD 
negativ; Zellen im früh-apoptotischen Stadium sind Annexin V-PE positiv und 7-AAD 
negativ; Zellen im spät-apoptotischen Stadium sind Annexin V-PE positiv und 7-AAD 
positiv. Dieser Test ist sehr sensitiv und erfasst auch früh-apoptotische Zellen, die in 
anderen Tests, die z.B. DNA-Fragmentierung nachweisen, nicht detektiert werden können. 
Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer im Fluoreszenzkanal FL-2 (detektiert 
Annexin V-PE) und Fluoreszenzkanal FL-3 (detektiert 7-AAD). Zur korrekten Einstellung 
des Geräts wurden vor jeder Messung ungefärbte bzw. einfach gefärbte Zellen gemessen. 
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Bestimmt wurde der Prozentsatz früh- und spät-apoptotischer Zellen jeder Zellpopulation. 
Zellen, die in der Kontrollpopulation bereits tot waren (7-AAD positiv), wurden von den 
anderen Populationen subtrahiert. Die Auswertung der Dotplots erfolgte mit Hilfe der 
WinMDI Software. 
 
3.2.2.7.b Färbung der Zellnuclei mit Propidiumiodid (Zellzyklusanalyse) 
 
Ein weiterer Marker, der im apoptotischen Prozess später als das Zusammenbrechen der 
Membransymmetrie auftritt, ist die Fragmentierung chromosomaler DNA durch spezielle 
apoptotische Endonukleasen (Wyllie, 1980). Die Färbung der Zellnuclei mit 
Propidiumiodid, das in die DNA interkaliert, erfolgte nach Nicoletti et al. (Nicoletti, 1991). 5 
x 105 Zellen wurden ausgesät, entsprechend den Versuchsbedingungen mit Zytokinen 
versetzt und im Brutschrank kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen gezählt, jeweils die 
gleiche Zellzahl pro Ansatz bei 4°C abzentrifugiert, 1x mit eiskaltem PBS gewaschen und 
auf Eis in 500 µl Propidiumiodid-Lysispuffer resuspendiert. Nach 5 min Inkubation auf Eis 
wurden die Zellen am FACS Calibur Durchflusszytometer im Fluoreszenzkanal FL-3 
gemessen. Bei Darstellung im Histogramm, wobei auf der x-Achse die 
Fluoreszenzintensität und auf der y-Achse die Anzahl der Ereignisse aufgetragen ist, 
ergibt sich eine charakteristische Verteilung der Zellen (Abb. 3.3). 
 
 
Abb. 3.3 Charakteristische Verteilung der Zellen im Zellzyklus. Erläuterung s. Text 
 
Der erste Peak repräsentiert Zellen in der G0/G1-Phase, der zweite Peak mit ungefähr 
doppelter Fluoreszenzintensität Zellen in der G2/M-Phase. Zellen in der S-Phase zeigen 
eine Fluoreszenzintensität zwischen diesen beiden Peaks.  
Apoptotische Zellen weisen einen DNA-Gehalt auf, der niedriger ist als der DNA-Gehalt 
der Zellen in G1-Phase und heißen daher auch Sub-G1-Zellen. Zur Bestimmung der Anzahl 
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apoptotischer Zellen wird daher der Bereich der hypodiploiden Nuclei Sub-G1 unterhalb 
des G1-Peaks quantifiziert. 
 
Propidiumiodid-Lysispuffer: 0,1 % Natriumcitrat, 0,1 % Triton X-100, 20 µg/ml Propidiumiodid,  
pH = 8,0 
 
3.2.2.8 Detektion von Oberflächenantigenen mittels Durchflusszytometrie 
 
Die Detektion von Oberflächenantigenen mittels Durchflusszytometrie wurde verwendet 
um die Expression des membrangebundenen FLT3-Rezeptors zu überprüfen. 1 x 106 
Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und anschließend bei RT im Dunkeln für 15 min mit 
spezifischem PE markiertem FLT3-Antikörper (CD135-PE) inkubiert. Als Isotyp-Kontrolle 
zum Ausschluss einer unspezifischen Färbung wurde ein zweiter Ansatz der gleichen 
Zellen mit murinem IgG1-PE gefärbt. Nach Inkubation wurden die Zellen erneut mit PBS 
gewaschen und im FACS Calibur Durchflusszytometer gemessen. 
 
3.2.2.9 Internalisierung des FLT3-Rezeptors 
 
Die Internalisierung des FLT3-Rezeptors wurde durch Detektion des Oberflächenantigens 
und anschließender Messung im FACS Calibur Durchflusszytometer bestimmt. Pro Ansatz 
wurden 3 x 105 Zellen in 100 µl Puffer I aufgenommen und mit 100 ng FL für verschiedene 
Zeitintervalle (5, 10, 15, ... bis zu 60 min) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
1 ml Puffer II gestoppt. Jeder Ansatz wurde 3x mit 1 ml Puffer II gewaschen, danach in 
250 µl PBS aufgenommen und wie unter 3.2.2.8 beschrieben mit CD135-Antikörper 
gefärbt und im FACS Calibur Durchflusszytometer gemessen. 
 
Puffer I:   PBS + 5 % FCS 
Puffer II: PBS + 0,1 % Natriumazid 
 
3.2.2.10 Hungern der Zellen vor der Zelllyse 
 
Zur Analyse phosphorylierter Signalproteine spezifischer Signalwege war es nötig, die 
Zellen vor der Zelllyse zu hungern, um den Hintergrund an phosphorylierten Proteinen zu 
reduzieren. Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen und anschließend in 
Hungermedium kultiviert. Die maximale Zeit, die eine Zelllinie ohne sichtbare 
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morphologische Veränderung der Zellen gehungert werden konnte, wurde empirisch 
bestimmt. Ba/F3-Zellen wurden für 24 h, 293-Zellen für 4 h gehungert. 
  
Hungermedium: RPMI-1640 oder DMEM + 0,3 % FCS + 50 U/ml Penicillin +  50 U/ml 
Streptomycin 
      
3.2.2.11 Stimulierung der Zellen vor der Zelllyse mit Zytokinen oder Inhibitoren 
 
Vor der Zelllyse wurden Zellen häufig mit Zytokinen bzw. Inhibitoren behandelt. Die 
Zytokin-Stimulierung diente meist als Kontrolle, um zu zeigen, dass Signalwege in 
Anwesenheit von Zytokinen induzierbar sind. Inhibitoren wurden verwendet, um eine 
Downregulation von Signalwegen zu zeigen oder, wie im Falle von MG-132, die 
proteasomale Degradierung der Proteine zu blockieren 
Für die Zytokin-Stimulierung wurden die Zellen in 1 ml Hungermedium aufgenommen und 
für 5 min mit einer definierten Menge an Zytokin im Brutschrank inkubiert. Zum Stoppen 
der Reaktion wurden die Zellen sofort auf Eis gestellt und bei 4°C abzentrifugiert, der 
Überstand verworfen und die Zellen auf Eis in Lysispuffer (siehe 3.2.4.1) lysiert.  
Die Behandlung mit Inhibitoren erfolgte für Ba/F3-Zellen in 1 ml Medium, für 293-Zellen in 
minimalem Volumen, so dass die Zellen gerade noch bedeckt waren. Folgende 
Konzentrationen und Dauer der Inkubation wurden verwendet: 50 nM PKC412 für 2 h,    
50 µM MG-132 für 2 h. 
 
3.2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
3.2.3.1 Verdau von DNA mittels Restriktionsenzymen 
 
Die nach Mini- oder Maxipräparation erhaltene Plasmid-DNA wurde durch enzymatische 
Restriktionsanalyse auf ihre Identität überprüft. Es wurden Restriktionsenzyme der Firma 
New England Biolabs (Frankfurt) verwendet und die Bedingungen entsprechend den 
Angaben des Herstellers gewählt. Der Restriktionsansatz wurde anschließend auf einem 
1%igen Agarosegel aufgetrennt und die Fragmente durch Anfärben mit Ethidiumbromid 
unter UV-Licht detektiert. DNA, die zur anschließenden Klonierung in einen Vektor mit 
Restriktionsenzymen verdaut wurde, wurde nach dem Verdau auf ein 1%iges Agarosegel 
aufgetragen, unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des ´Gel 
Extraction Kits´ (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert. 
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3.2.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten  
 
Für die Ligation von DNA-Fragmenten in Vektor-DNA wurden pro Versuch standardmäßig 
drei Reaktionen mit einem Verhältnis von Insert- zu Vektor-DNA von 1:3, 1:5 und 1:10 
sowie eine Reaktion ohne Insert (Religationskontrolle) angesetzt. Die Ligation von 
überhängenden Enden wurde mit der T4-Ligase von Roche (Mannheim) nach den vom 
Hersteller angegebenen Reaktionsbedingungen durchgeführt. Initial wurden beide DNA-
Fragmente gemischt, für 5 min bei 45°C inkubiert (´Annealing´) und auf Eis mit Ligase und 
Ligase-Puffer versetzt. Die Ligation erfolgte für 4 h bei 16°C. Für die blunt-end Ligation 
wurde die T4-Ligase von Fermentas (St.Leon-Roth) in den vom Hersteller angegebenen 
Reaktionsbedingungen verwendet, der Ansatz über Nacht bei RT und für weitere 5 h bei 
16°C am folgenden Tag inkubiert. Vor der Transformation in Bakterien wurden die Enzyme 
für 10 min bei 65°C inaktiviert. Um die Religation linearisierter Vektoren mit kompatiblen 
Enden zu verhindern, wurde eine Dephosphorylierung des 5´-Endes durchgeführt. Dazu 
wurden die DNA-Fragmente nach dem Restriktionsverdau mit 1 U Alkalischer 
Phosphatase (´calf intestinal alkaline phosphatase´, CIP) für 10 min bei 37°C inkubiert. Zur 
Inaktivierung des Enzyms wurde anschließend 1 µl 0,5 M EDTA-Lösung zugegeben und 
10 min bei 65°C erhitzt. Um die Ligation nicht-kompatibler überhängender Enden zu 
ermöglichen, mussten universell kompatible glatte Enden produziert werden. Dazu wurde 
die Klenow-DNA-Polymerase verwendet, die DNA-Polymerase- und 3´-5´-Exonuclease-
Aktivität hat. Die linearisierte DNA wurde mit 1 U Klenow-DNA-Polymerase (New England 
Biolabs) für 1 h bei 37°C in Klenow-Puffer inkubiert.  
 
3.2.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)  
 
Die PCR erlaubt die Amplifikation eines DNA-Fragments (´Template´) über einen Bereich, 
der von zwei dem Template komplementären Oligonukleotiden (´Primer´) flankiert wird. 
Durch Einsatz einer temperaturstabilen DNA-Polymerase lassen sich in einer zyklischen 
Abfolge von Aufschmelzen (Denaturierung) des Templats, Anlagerung (´Annealing´) der 
Primer und sukzessiver DNA-Polymerisation (Elongation) auch sehr geringe DNA-Mengen 
hochspezifisch vervielfältigen (Mullis, 1986). Die PCR wurde in den verschiedensten 
Bereichen angewendet, z.B. zur Klonierung und DNA-Analyse. Die Schmelztemperatur 
(TM) der Primer wurde mit dem „TM Calculator for Oligos“ (Biomath Calculators, Promega, 
Mannheim) berechnet und die optimale Annealing-Temperatur (ca. 5°C niedriger als TM) 
empirisch bestimmt. Für Standardanwendungen wurde die Taq-DNA-Polymerase 
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verwendet, für Klonierungen und Mutagenese (s. 3.2.3.4) die Pfu-DNA-Polymerase. Für 
eine Standardreaktion wurden 20 ng - 0,5 pg Template-DNA, je 10 pM Primer, je 200 µM 
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und 2,5 U DNA-Polymerase eingesetzt. Die PCR wurde 
in einem ThermoCycler durchgeführt. Die Denaturierung erfolgte initial für 5 min, 
darauffolgend jeweils 30 s pro Zyklus. Das Annealing erfolgte je Zyklus für 30 s bei der für 
die Primer spezifischen Temperatur, gefolgt von der Elongation, deren Zeit und 
Temperatur abhängig von der verwendeten DNA-Polymerase und dem zu 
amplifizierenden Fragment war. Die Taq-Polymerase arbeitet optimal bei 72°C mit einer 
Geschwindigkeit von 1,5 kBP/min, die Pfu-Polymerase nahe 75°C mit einer 
Geschwindigkeit von 500 BP/min. Standardmäßig wurden 30 Zyklen durchgeführt, gefolgt 
von einer finalen Elongation über 5 min, um eine komplette Synthese zu gewährleisten.  
 
 3.2.3.4 Ortsgerichtete Mutagenese 
 
Zur Einführung von Punktmutationen in Plasmid-DNA wurde das ´QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit´ von Stratagene (La Jolla) verwendet. In einer PCR-Reaktion 
wird doppelsträngige Plasmid-DNA mit zwei Oligonukleotiden, die die gewünschte 
Mutation enthalten, amplifiziert. Die beiden komplementären Oligonukleotide sollten eine 
Länge von 30 bis 45 Nucleotiden haben und eine Schmelztemperatur ≥ 78°C. Die 
PfuTurbo-DNA-Polymerase repliziert beide Plasmid-Stränge ohne die mutanten 
Oligonukleotide zu ersetzen. Nach der Amplifikation im Thermo-Cycler wird die parentale 
Plasmid-DNA mit DpnI, einer für methylierte DNA spezifischen Endonuklease, verdaut. Pro 
50 µl Ansatz wurden 10 – 100 ng DNA mit je 10 pM Primer und 5 µl 5x Puffer in einem 
Volumen von 45 µl gemischt. Nach initialer Denaturierung der DNA im Thermo-Cycler 
wurde das PCR-Programm gestoppt und 4 µl dNTP (je 10 mM) und 1 µl (2,5 U) PfuTurbo-
DNA-Polymerase zugesetzt. Folgendes Programm wurde in den meisten Fällen 
verwendet: 
95°C 2 min; 4 Zyklen á 95°C 1 min, 52°C 1 min, 68°C 19 min; 14 Zyklen á 95°C 1 min, 
55°C 1 min, 68°C 19 min; 68°C 7 min, 4°C ∞. Die Elongationszeit ist abhängig von der 
Länge des sythetisierten Plasmids, Richtlinie ist eine Synthesegeschwindigkeit von 500 
BP/min. Nach der Amplifikation wurde der Ansatz 1 h bei 37°C mit 10 U DpnI verdaut. Zur 
Kontrolle, ob eine Amplifikation stattgefunden hatte, wurden 5 µl auf ein Agarosegel 
aufgetragen. 20 µl des PCR-Produktes wurden in Bakterien transformiert. Die nach 
Minipräparation isolierte Plasmid-DNA wurde vollständig sequenziert, um die gewünschte 
Mutation zu verifizieren und ungewollte Sekundärmutationen auszuschließen. 
 




Zur Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde der ´BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Kit´  von Applied Biosystems (Forster City, CA, USA) verwendet. Je PCR-Reaktion wurde 
ca. 1 µg DNA und 10 pmol Primer eingesetzt. Folgendes PCR-Programm wurde 
standardmäßig verwendet: 25 Zyklen á 96°C 10 sec, 50°C 5 sec, 60°C 4 min, 4°C ∞. Zur 
Aufreinigung der PCR-Produkte wurde der Ansatz auf 100 µl verdünnt, mit 10 µl 3 M 
Natriumacetat-Lösung (pH 5,5) und 250 µl Ethanol versetzt, vorsichtig gemischt und bei 
14000 rpm 15 min in der Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und das Pellet mit 500 µl 70 %igem Ethanol gewaschen, 5 min bei 14000 rpm 
abzentrifugiert und bei 50°C getrocknet. Die DNA wurde in 20 µl Aqua dest. gelöst und im 
ABI Prism 310 Genetic Analyzer analysiert. 
 
3.2.3.6 Isolierung von mRNA  
 
Die Isolierung von RNA aus Zellen wurde mit Hilfe des ´RNeasy® Mini-Kits´ (Qiagen, 
Hilden) durchgeführt. Zur Analyse der Patientenproben wurde mRNA mittels ´MagNA Pure 
LC Technik´ (Roche, Mannheim) im Labor für Leukämiediagnostik, Medizinische Klinik III, 
Klinikum Großhadern, extrahiert. 
 
3.2.3.7 Reverse Transkription: Synthese von cDNA 
 
Bei der reversen Transkription dient mRNA als Matrize zur Synthese der komplementären 
DNA (cDNA). Die Synthese wird von einer retroviralen DNA-Polymerase (Reverse 
Transkriptase) katalysiert. Es wurde mit dem ´Omniscript Reverse Transcriptase Kit´ von 
Qiagen (Hilden) mit Oligo-dT-Primern nach Herstellerangaben gearbeitet. Pro Reaktion 
wurde maximal 2 µg Template-RNA eingesetzt.  
 
3.2.3.8 Agarose-Gel-Elektrophorese 
   
Zur Bestimmung der Größe von DNA-Fragmenten, zur Abschätzung der DNA-Menge und 
zur Auftrennung und Isolierung aus dem Gel wurde DNA in einem Agarosegel anhand der 
Größe und damit korrespondierend der Laufstrecke aufgetrennt. 
Der Agaroseanteil der Gele betrug zwischen 0,8 – 2 %, abhängig von der erwarteten 
Größe der Fragmente. Die Agarose wurde in 1xTBE-Puffer durch kurzes Aufkochen in der 
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Mikrowelle aufgelöst und nach Abkühlen in einer Gelkammer polymerisiert. Die Proben 
wurden mit 6x Ladepuffer verdünnt und in einer Gelelektrophoresekammer  auf das Gel 
aufgetragen, das Gel mit 1xTBE überschichtet und durch Anlegen eines elektrischen 
Feldes aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel in einer Ethidiumbromidlösung (3 µg/ml) 
gefärbt und die DNA-Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht. Zur Größenbestimmung 
der DNA-Fragmente wurde ein Marker mit definierten Fragmentgrößen aufgetragen. 
 
TBE-Puffer (5x):   54,0 g Tris, 27,5 g Borsäure, 20 ml 0,5 M EDTA-Lösung, ad 1000 ml 
 
 
3.2.4 Proteinbiochemische Methoden 
 
3.2.4.1 Präparation von Protein-Lysaten 
 
Zur Analyse zellulärer Proteine wurden die Zellen in geeignetem Lysispuffer 
aufgenommen. Es wurden verschiedene Lysispuffer getestet (u.a. nach (Sambrook 1989) 
et al.), zumeist wurde mit dem unten angegebenen Lysispuffer die quantitativste Extraktion 
der gewünschten Proteine, insbesondere der Membranproteine, erzielt. Für die 
standardmäßige Analyse eines Ganzzellextrakts mittels Western-Blot-Technik wurden 3 x 
107 Ba/F3-Zellen oder 2 x 106 293-Zellen pro ml Lysispuffer lysiert. Suspensionszellen 
wurden 5 min bei 1000 rpm (210 g) abzentrifugiert, 2x mit PBS gewaschen und nach 
Abkühlung des Gefäßes auf Eis mit Lysispuffer versetzt. Adhärente Zellen wurden direkt 
im Kulturgefäß 2x mit PBS gewaschen, 10 min auf Eis mit Lysispuffer inkubiert, mit einem 
Zellschaber vom Boden des Kulturgefäßes gelöst und in ein vorgekühltes Eppendorfgefäß 
überführt. Um sicher zu stellen, dass die Zellen vollständig lysiert werden, wurden die 
Lysate bei 4°C 30 min auf einem Drehrad (9 rpm) inkubiert. 30 min Zentrifugation bei 4°C 
und 14000 rpm in einer Tischzentrifuge pelletierte die Zelldebris. Der Überstand wurde in 
ein frisches Eppendorfgefäß überführt und bei –20°C oder –80°C aufbewahrt. 
 
Lysispuffer: 50 mM Hepes pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 10 % Glycerol,  
1 % Triton X-100, 100 mM NaF, 10 mM Na4P2O7
frisch zugesetzt pro 10 ml: 50 µl Aprotinin (200x), 100 µl 0,1 M 
PMSF, 100 µl 0,1 M Orthovanadat 
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3.2.4.2 Bradford-Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten erfolgte nach der Methode von 
Bradford (Bradford, 1976). Der Assay verwendet eine saure Lösung des Farbstoffs 
Coomassie® Brilliant Blue G-250, dessen Absorptionsmaximum sich bei Bindung an 
basische und aromatische Gruppen eines Proteins von 465 nm auf 595 nm erhöht. Die 
Intensität des Farbstoffs korreliert direkt mit der Konzentration an Protein im Lysat und 
kann im Spektralphotometer gemessen werden.  
Die Lysate wurden 1:10, das BioRad-Dye-Reagenz (BioRad, München) 1:5 mit Wasser 
verdünnt. 20 µl des Lysats und 980 µl des BioRad-Dyes wurden gemischt und 10 min bei 
RT inkubiert. Anschließend wurde die Absorption bei 595 nm im Spektralphotometer 
gegen eine Blank-Kontrolle (BioRad-Dye mit Zusatz von Wasser) gemessen. Zur 
Bestimmung der absoluten Konzentration wurde eine Verdünnungsreihe mit 
unterschiedlichen Konzentrationen an BSA (100, 200, 400, 600 und 800 µg/ml) hergestellt 
und diese als Standard in gleicher Weise vermessen. Die Konzentration von Zelllysaten 
sollte zwischen 2 und 5 mg Protein pro ml liegen. 
 
3.2.4.3 Chemisches Crosslinking von Rezeptoren 
 
Ziel der Crosslinking-Experimente war, die spontane und Liganden-induzierte 
Dimerisierung von Zelloberflächen-Rezeptoren zu bestimmen. Es wurde der chemische 
Crosslinker Bis(Sulfosuccinimidyl)suberat (BS3) verwendet, der homobifunktionell, 
wasserlöslich (bis zu 10 mM), nicht-spaltbar und membran-impermeabel ist (Staros, 1982). 
Der Crosslinker reagiert über die N-hydroxysuccinimidyl-Gruppe in wässriger Lösung bei 
pH 7 - 9 mit den primären Aminogruppen der Proteine. BS3 vernetzt kovalent Proteine, die 
sich in genügender Nähe zueinander befinden, über den sog. ´spacer arm´, der im Falle 
von BS3 aus acht Atomen besteht und eine Länge von 11,4 Angström aufweist. 1 x 107 
Ba/F3-Zellen wurden in 300 µl Medium aufgenommen und jeweils ein Ansatz ohne FL und 
ein Ansatz mit 100 ng FL 1 h auf Eis inkubiert. Die Crosslinking-Reaktion wurde durch 
Zugabe von 30 µl 20 mM wässriger BS3-Lösung (Endkonzentration 2 mM) gestartet und 
der Ansatz für 30 min bei RT inkubiert. Um die Reaktion abzustoppen, wurden 20 µl 
Quencher-Lösung zugegeben und für weitere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Lyse erfolgte in 300 µl Lysispuffer (siehe 3.2.4.1). 
 
Quencher-Lösung: 1,5 M Tris-HCl Puffer, pH 6,8 
 




Die denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde im 
Wesentlichen wie von Laemmli beschrieben durchgeführt (Laemmli, 1970). Die 
Auftrennung der Proteine erfolgt nach ihrem Molekulargewicht. Proteine eines 
Ganzzellextraktes wurden in einem 7,5% - 12,5%igen Gradientengel aufgetrennt. Zur 
Herstellung des Trenngels wurden die 7,5%ige und 12,5%ige Gellösung in einem 
Gradientenmischer gemischt, mit von unten nach oben abnehmender Konzentration in 
eine Gelvorrichtung (Größe des Gels: 16 x 15 cm, Dicke 0,8 mm) gefüllt und für ca.           
2 - 3 h polymerisiert. Für die Auftrennung von Proteinen > 100 kDa wurde ein 7%iges Gel 
verwendet. Das Trenngel wurde mit 4%igem Sammelgel überschichtet, in das ein Kamm 
eingesetzt wurde, so dass Taschen zum Beladen mit Lysaten entstehen. 
Zur Denaturierung der Proteine wurden die Zelllysate im Verhältnis 1:2 mit 2x Laemmli-
Puffer versetzt und für 5 min bei 95°C erhitzt. Nach Beladen des Gels wurde die 
Elektrophorese über Nacht bei 30 mA in einer mit Elektrophoresepuffer gefüllten 
Gelkammer durchgeführt. Als Molekulargewichtsstandard wurde der ´Rainbow Marker´ 
(Amersham Pharmacia, Freiburg) verwendet. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald 
die Lauffront, sichtbar durch das im Laemmli-Puffer enthaltene Bromphenolblau, das 
untere Ende des Gels erreicht hat. 
 
Laemmli-Puffer (2x): 187,5 mM TRIS, 6 % SDS, 30 % Glycerin, Spatelspitze 
Bromphenolblau 
7,5 % Gellösung: 5,65 ml 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8), 6,25 ml Polyacrylamidlösung  
(30 %), 150 µl 10 % SDS, 50 µl 10 % APS, 2,9 ml H2O, 1,5 µl 
TEMED 
12,5 % Gellösung: 5,65 ml 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8), 3,75 ml Polyacrylamidlösung  
(30 %),2 g Sucrose, 150 µl 10 % SDS, 50 µl 10 % APS, 5,4 ml H2O, 
1,5 µl TEMED 
4 % Sammelgel: 2.5 ml 1,5 M Tris-Puffer (pH 6,8), 1,3 ml Polyacrylamidlösung (30 %), 
100 µl 10 % SDS, 50 µl 10 % APS, 6,1 ml H2O, 10 µl TEMED 




Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden diese 
nach der ´semidry´-Methode von Towbin et al. (Towbin, 1979) und Kyhse-Anderson 
(Kyhse-Andersen, 1984) auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran, Porengröße 0,45 µm, 
Schleicher & Schüll, Dassel) transferiert. Der Transfer vom Gel auf die Membran erfolgte 
 
Material und Methoden 45
 
in Transblot-Puffer für 3 h bei 250 mA. Nach dem Transfer wurde die Membran mit 
Ponceau angefärbt, um den erfolgreichen Transfer und die Beladung aller Banden mit 
gleicher Proteinmenge zu verifizieren. Anschließend wurde die Membran 3x 20 min in G-
Net inkubert, um unspezifische Proteinbindestellen abzusättigen. Über Nacht bei 4°C 
erfolgte die Inkubation in G-Net mit primärem Antikörper in entsprechender Verdünnung 
(meist 1:1000). Am nächsten Morgen wurde die Membran 3x mit TBS-T gewaschen und 
danach für 1 h mit Sekundärantikörper (Verdünnung 1:5000 – 1:20.000 in G-Net, HRP 
(´horse radish peroxidase´)-gekoppeltes anti-Kaninchen- oder anti-Maus-Immunglobulin) 
inkubiert. Anschließend wurde die Membran erneut 3x mit TBS-T gewaschen, 1x mit PBS 
gespült und die Proteine mit Hilfe des Chemolumineszenz-Reagenzes (ECL; Amersham 
Pharmacia, Freiburg) auf einem Hyperfilm (Amersham Pharmacia) detektiert. 
 
Transblot ohne MeOH 
(10x): 
72,75 g Tris, 36,63 g Glycin, 0,475 g SDS, ad 5000 ml 
Transblot-Puffer: 80 ml Transblot ohne MeOH, 200 ml MeOH, ad 1000 ml 
Ponceau-Lösung: 0,5 g Ponceau S, 1 ml Eisessig, ad 100 ml 
Net (10x):   438,3 g NaCl, 93,6 g Na2EDTA, 302,85 g Tris, 25 g Triton-X-100,  
ad 5000ml, pH 7,7 mit HCl 
G-Net: 2,5 g Gelatine, 100 ml Net (10x), 10 sec aufkochen, 20 min rühren,  
ad 1000 ml 
TBS (10x): 12,11 g Tris, 87,66 g NaCl, ad 1000 ml (pH 8,8) 




Zur Durchführung einer Immunopräzipitation wurden 300 – 500 µg Protein eines 
Ganzzelllysats eingesetzt. Die Zelllysate wurden mit Lysispuffer (s. 3.2.4.1) auf das gleiche 
Volumen (mind. 500 µl) eingestellt und über Nacht mit spezifischem Antikörper (1 - 2 µg, 
abhängig vom Antikörper) auf einem Drehrad (9 rpm) bei 4°C inkubiert. Am nächsten 
Morgen wurden zur Bindung des Protein-Antikörper-Komplexes 20 µl Protein-A-Agarose- 
(polyklonale Antikörper) bzw. Protein-G-Sepharose (monoklonale Antikörper) zugegeben 
und für weitere 3 h auf dem Drehrad bei 4°C inkubiert. Die Immunpräzipitate wurden 3x mit 
Lysispuffer gewaschen (Tischzentrifuge, 2 min, 2500 rpm, 4°C), in 20 µl Lämmli-Puffer 






Material und Methoden 46
 
3.2.4.7 Strippen der Nitrocellulose-Membran 
 
Mit Proteinen beladene Nitrocellulose-Membranen können zur Detektion unterschiedlicher 
Proteine mehrmals mit Antikörpern inkubiert werden, jedoch muss der zuvor verwendete 
Antikörper durch ´Strippen´ der Membran entfernt werden. Dazu wird die Membran mit 
Stripping-Puffer (angewärmt auf 56°C), der β-Mercaptoethanol enthält, bedeckt und für 40 
min bei 56°C unter leichtem Schütteln inkubiert. Zur Entfernung des Stripping-Puffers wird 
die Membran mindestens 3x 20 min in TBST gewaschen. Nach anschließendem Blocken 
(3x 20 min G-Net) kann erneut mit einem Primärantikörper inkubiert werden. 
 














4.1 Identifikation und funktionelle Charakterisierung von Punktmutationen in der 
juxtamembranösen Domäne von FLT3 
 
4.1.1 Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3 treten selten bei Patienten mit 
AML auf 
 
Kürzlich konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass in den Zelllinien Mono-
Mac-1 und Mono-Mac-6, die aus peripherem Blut eines 64-jährigen Patienten mit akuter 
monozytärer Leukämie (AML FAB M5) etabliert wurden, die RTK FLT3 konstitutiv aktiviert 
ist (Spiekermann, 2003b). Die vollständige Sequenzierung der aus den Zelllinien 
gewonnenen FLT3 cDNA zeigte eine Punktmutation in der JM-Domäne: Substitution von 
Valin durch Alanin an Position 592 (V592A). Ein daraufhin im Labor für 
Leukämiediagnostik der Medizinischen Klinik III, Klinikum Großhadern, durchgeführtes 
Screening mittels  Schmelztemperaturkurven-Assay im LightCycler, konnte in insgesamt 
785 AML-Patientenproben zwei weitere Missense-Punktmutation in FLT3 identifizieren: 
Y591C in einem Patienten und F594L in zwei Patienten. In einer Studie von Stirewalt et al. 
wurden 140 AML-Patientenproben mittels ´single-stranded conformational polymorphism 
analysis´ (PCR/SSCP) auf FLT3-Mutationen untersucht. Neben der bereits von uns 
beschriebenen V592A-Mutation wurden zwei weitere Missense-Punktmutationen 
gefunden: V579A und F590GY591D (Stirewalt, 2004). Die Häufigkeit der Punktmutationen 
in der JM-Domäne von FLT3 liegt nach Stirewalt et al. bei ca. 2%. Diese Analyse umfasste 
die gesamte JM-Domäne, während das LightCycler-basierte Screening im Labor für 
Leukämiediagnostik lediglich Mutationen in einem Bereich von ca. 5 bis 6 Aminosäuren in 
der unmittelbaren Umgebung von V592 identifizieren konnte. Damit scheint die sich aus 
dem LightCycler-Screening ergebende Häufigkeit mit 0,38% die reelle Häufigkeit zu 
unterschätzen. 
Diese Daten zeigen, dass außer FLT3-ITD und FLT3-TKD eine dritte Klasse von FLT3-
Mutationen existiert: Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3 (FLT3-JM-PM). Abb. 
4.1 (S. 48) zeigt die Lokalisation der vier zur funktionellen Analyse selektierten 















Abb. 4.1 Lokalisation der in AML-Patienten gefundenen Punktmutationen in der JM-
Domäne von FLT3. Die erste Zeile repräsentiert die FLT3-WT-Aminosäuresequenz der JM-
Domäne von AS 573 bis 600. Darunter sind die vier selektierten Punktmutanten gezeigt, die in 
unserer Studie (1) sowie in der Studie von Stirewalt et al. (2) in AML-Patienten gefunden wurden 
(Stirewalt, 2004). 
 
4.1.2 Stabile Expression der FLT3-JM-PM und FLT3-ITD/FLT3-TKD in Ba/F3-Zellen 
 
Die Ba/F3-Zelllinie ist eine aus murinen lymphatischen pro-B-Zellen generierte IL-3-
abhänigge Zelllinie (Palacios, 1984), die ein geeignetes Modellsystem zur Analyse von 
Onkogenen darstellt (Hayakawa, 2000). Die Zellen zeigen nur nach Transduktion 
transformierender Gene wachstumsfaktor (IL-3)-unabhängiges Wachstum.  
Die vier Punktmutationen, V592A, V579A, F594L und F590GY591D wurden durch 
ortsgerichtete Mutagenese in die FLT3-Wildtyp-Sequenz eingeführt, die bereits in dem 
pMSCV-IRES-YFP-Vektor (MIY) einkloniert vorlag. Durch vollständige Sequenzierung der 
FLT3 cDNA wurde verifiziert, dass keine zusätzlichen unerwünschten Mutationen 
eingeführt wurden. Die vier FLT3-JM-PM (V592A, V579A, F594L und F590GY591D) und 
MIY (als Vektor Kontrolle) wurden stabil in Ba/F3-Zellen exprimiert. Um die FLT3-JM-PM 
direkt mit den beiden bereits bekannten Klassen von FLT3-Mutationen vergleichen zu 
können wurden zusätzlich drei FLT3-ITD Konstrukte (FLT3-W51, FLT3-W78, FLT3-NPOS) 
und zwei FLT3-TKD Konstrukte (FLT3-D835Y, FLT3-D835V) in Ba/F3-Zellen exprimiert. 
Positiv transduzierte Zellen wurden anhand der Koexpression des ´gene of interest´ und 
YFP im FACS sortiert. Die sortierten Zellen wurden im Calibur Durchflusszytometer auf 
ihre YFP-Expression überprüft. Die Zellpopulation musste zu > 95% YFP-positiv sein, 
anderenfalls wurde erneut sortiert. Durch Anfärbung des FLT3-Rezeptors mit spezifischem 
PE-konjugiertem CD135-Antikörper und anschließender Analyse im Durchflusszytometer 




Zelllinien verifiziert. Abb. 4.2 zeigt, dass nur die FLT3-exprimierenden Zelllinien (Daten 
gezeigt für FLT3-WT, FLT3-W51 und FLT3-V592A), nicht jedoch die MIY-Zellen 
(Negativkontrolle), eine Erhöhung der Fluoreszenzintensität nach Färbung mit CD-135-











Abb. 4.2 Oberflächenexpression des FLT3-Rezeptors. Abgebildet sind beispielhafte 
Histogramme für vier der zehn generierten Zelllinien, wobei die Zellzahl gegen die 
Fluoreszenzintensität in Kanal FL2 dargestellt ist. Das schwarze Histogramm repräsentiert die 
Zellen nach Färbung mit IgG1-PE-Antikörper (Kontrolle), das weiße Histogramm die Zellen nach 
Färbung mit spezifischem CD135-Antikörper.  
 
4.1.3 FLT3-JM-PM-exprimierende Ba/F3-Zellen zeigen IL-3-unabhängiges 
Wachstum 
 
Der Erwerb einer ITD- oder TKD-Mutation im FLT3-Gen induziert Liganden-unabhängiges 
Zellwachstum in verschiedenen Zelllinien (Hayakawa, 2000; Spiekermann, 2003b; 
Yamamoto, 2001). Zur Analyse des transformierenden Potentials der FLT3-JM-PM in 
Ba/F3-Zellen wurden die FLT3-JM-PM-exprimierenden Zellen in An- bzw. Abwesenheit 
des Wachstumsfaktors IL-3 kultiviert und die lebenden Zellen nach 72 h mittels Trypan-
Blau-Exklusion gezählt. FLT3-ITD- bzw. FLT3-TKD-exprimierende Zellen dienten als 
Positivkontrolle. Die Überexpression aller vier FLT3-JM-PM-Konstrukte in Ba/F3-Zellen 
induzierte, im Gegensatz zu FLT3-WT, IL-3-unabhängiges Wachstum. Im Einzelnen 
betrug die Wachstumsrate der FLT3-V592A 10%, FLT3-V579A 11%, FLT3-F594L 7% und 
FLT3-F590GY591D 18% der durchschnittlichen Wachstumsrate der drei FLT3-ITD-
Zelllinien (Abb. 4.3, S. 50). Auch die FLT3-TKD-exprimierenden Zellen zeigten eine 




signifikanter Unterschied hinsichtlich der Proliferationsrate konnte innerhalb der vier 
verschiedenen FLT3-JM-PM-exprimierenden Zellen festgestellt werden. 
 
Abb. 4.3 Das IL-3-unabhängige Wachstum der 
FLT3-JM-PM-exprimierenden Ba/F3-Zellen. Mit 
FLT3-WT, FLT3-ITD Konstrukten (W51, NPOS, 
W78), FLT3-TKD Konstrukten (D835Y, D835V) oder 
einer der vier FLT3-JM-PM-Mutanten (FLT3-V592A, 
FLT3-V579A, FLT3-F594L oder FLT3-
F590GY591D) transduzierte Ba/F3-Zellen wurden 
mit einer Dichte von 4 x 104 Zellen/ml in Ab- bzw. 
Anwesenheit von IL-3 ausgesät. Lebende Zellen 
wurden 72 h später gezählt. Das Wachstum der 
Zellen in Gegenwart von IL-3 (10 ng/ml) wurde als 
100 % definiert (Kontrolle). (T-Test: p-Wert:  *= p < 
0,05)  
 
Zusammengefasst haben Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3 
transformierendes Potential in Ba/F3-Zellen. 
 
4.1.4 Stimulierung mit FL führt zur Hyperproliferation von FLT3-JM-PM-
exprimierenden Zellen 
 
Aktivierung von FLT3 durch FL fördert das in vitro Wachstum früher Progenitor-Zellen 
(Rusten, 1996). Sowohl im Knochenmark als auch in AML-Blasten werden FL und FLT3 
koexprimiert (Brasel, 1995; Zheng, 2004). Deshalb sollte getestet werden, ob das 
autonome Wachstum der FLT3-JM-PM-Zellen durch exogenen FL weiter stimuliert werden 
kann. Die vier FLT3-JM-PM-exprimierenden Zellen sowie FLT3-WT- und FLT3-ITD-W51-
exprimierende Zellen wurden in Gegenwart von 50 ng FL/ml kultiviert und nach 72 h 
gezählt.  
Die Proliferationsrate der FLT3-V592A war 312 %, FLT3-V579A 186 %, FLT3-F594L 97 % 
und FLT3-F590GY591D 148 % höher als die Proliferationsrate der FLT3-WT-Zellen unter 
gleichen Bedingungen (Abb. 4.4, S. 51). Das Wachstum der FLT3-W51-Zellen konnte 





Abb. 4.4 Hyperproliferation der FLT3-JM-
PM-Zellen nach FL-Stimulierung. FLT3-WT- 
und FLT3-JM-PM-exprimierende Ba/F3-Zellen 
wurden mit einer Dichte von 4 x 104 Zellen/ml 
in Ab- bzw. Anwesenheit von humanem 
rekombinanten FL (50 ng/ml) kultiviert. 
Lebende Zellen wurden nach 72 h mittels 
Trypan-Blau-Exklusion gezählt. Die Zellzahl 
der FLT3-WT-Zellen nach 72 h wurde als 100 
% definiert. Der Standardfehler des 
Mittelwertes ist angegeben. 
 
 
Damit zeigen die FLT3-JM-PM-Rezeptoren im Vergleich zu FLT3-WT-Rezeptoren eine 
signifikante pro-proliferative Aktivität in Gegenwart von FL. 
 
4.1.5 FLT3-JM-PM-exprimierende Ba/F3-Zellen weisen eine Apoptoseresistenz 
nach IL-3 Entzug auf 
 
Aktivierende Mutationen in RTKs können zur Aktivierung pro-proliferativer und anti-
apoptotischer Signalwege führen (Blume-Jensen und Hunter, 2001; Vogelstein und 
Kinzler, 2004). Zur weiteren Charakterisierung des Phänotyps der FLT3-JM-PM-
exprimierenden Ba/F3-Zellen wurde untersucht, ob der Erwerb einer Punktmutation in der 
JM-Domäne des FLT3-Rezeptors eine erhöhte Resistenz gegenüber apoptotischem 
Zelltod zur Folge hat. Zwei experimentelle Ansätze wurden verwendet, um apoptotische 
Zellen zu identifizieren: Färbung mit Annexin V und 7-AAD 48 h, und Färbung der 
Zellnuclei mit Propidium-Iodid 24 h nach Entzug des Wachstumsfaktors. FLT3-WT-Zellen 
unterliegen sehr schnell der Apoptose nach IL-3-Entzug im Gegensatz zu FLT3-ITD- und 
FLT3-TKD-exprimierenden Zellen, die vor Induktion von Apoptose geschützt sind (Mizuki, 
2000; Yamamoto, 2001). Es konnte klar gezeigt werden, dass der Prozentsatz an 
apoptotischen Zellen in FLT3-V592A-, FLT3-V579A-, FLT3-F594L- und FLT3-
F590GY591D-exprimierenden Zellen, die ohne IL-3 kultiviert wurden, nach 24 h bzw.      
48 h signifikant geringer war als in den FLT3-WT-exprimierenden Zellen (Abb. 4.5, S. 52). 
Nach 24 h bzw. 48 h waren 26 % bzw. 80 % der ohne IL-3 kultivierten FLT3-WT-
exprimierenden Zellen aber nur 11 – 15 % (24 h) und 25 – 49 % (48 h) der FLT3-JM-PM-


















Abb. 4.5 Apoptoseresistenz der FLT3-JM-PM-Ba/F3-Zellen. A. Ba/F3-Zellen, stabil transduziert 
mit FLT3-WT, FLT3-ITD (W51, NPOS, W78), FLT3-TKD (D835Y, D835V) oder FLT3-JM-PM (FLT3-
V592A, FLT3-V579A, FLT3-F594L and FLT3-F590GY591D) wurden mit einer Dichte von 1 x 105 
Zellen/ml ausgesät und für 48 h in Ab- bzw. Anwesenheit von IL-3 (10 ng/ml) kultiviert. Die Zellen 
wurden dann im FACS Calibur Durchflusszytometer nach Färbung mit Annexin V-PE und 7-AAD 
gemessen. (p-Wert: *= p < 0,05) B. Die Zellen wurden 24 h in An- bzw. Abwesenheit von IL-3 (10 
ng/ml) kultiviert und nach Färbung der Zellnuclei mit Propidiumiodid im FACS Calibur 
Durchflusszytometer analysiert. (T-Test: p-Wert: * = p < 0,05). 
 
Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass Punktmutationen in der JM-Domäne von 
FLT3 konstitutiv anti-apoptotische Signalwege des FLT3-Rezeptors aktivieren. Die anti-
apoptotische Aktivität der FLT3-JM-PM-Mutanten war jedoch signifikant geringer als die 
der FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Mutanten.  
 
4.1.6 FLT3-JM-PM-Rezeptoren sind an Tyrosinresten konstitutiv phosphoryliert 
und zeigen eine höhere spontane Dimerisierungsrate 
 
Die physiologische Aktivierung des FLT3-Rezeptors wird durch Bindung des FLT3-
Liganden induziert. Die Bindung führt zu einer schnellen Konformationsänderung in 
intrazellulären Domänen und fördert die Dimerisierung der Rezeptoren und deren Trans-
Phosphorylierung an spezifischen Tyrosinresten (Turner, 1996). Es wurde bereits gezeigt, 




Rezeptors führt (Hayakawa, 2000; Yamamoto, 2001). Daher sollte untersucht werden, ob 
auch der Erwerb einer Punktmutation in der JM-Domäne von FLT3 die konstitutive 
Aktivierung des FLT3-Rezeptors induziert. Zu diesem Zweck wurden Zelllysate 
unstimulierter und FL-stimulierter FLT3-JM-PM-exprimierender Ba/F3-Zellen als auch 
FLT3-ITD- und FLT3-TKD-exprimierender Ba/F3-Zellen hergestellt, der FLT3-Rezeptor mit 
FLT3-Antikörper immunopräzipitiert und mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung 
eines phospho-Tyrosin-Antikörpers die Phosphorylierung des Rezeptors bestimmt. Im 
Gegensatz zum FLT3-WT-Rezeptor waren alle FLT3-JM-PM-Rezeptoren und die FLT3-
W51-Rezeptoren, konstitutiv an Tyrosinresten phosphoryliert (Abb. 4.6.A). Die 
densitometrische Analyse des phospho-Tyrosin-Blots und FLT3-Blots ergab, dass der 
Anteil der phosphorylierten Rezeptoren an der Gesamtmenge der Rezeptoren für FLT3-
V592A- 20 %, für FLT3-V579- 28 %, für FLT3-F594L- 10 % und für FLT3-F590GY591D-
exprimierende Zellen 14 % betrug und damit signifikant geringer war, als in FLT3-ITD- (42 
– 60 % phosphorylierte Rezeptoren) und FLT3-TKD-exprimierenden (41 – 66 % 











Abb. 4.6 Konstitutive Phosphorylierung des FLT3-Rezeptors in FLT3-JM-PM-Ba/F3-Zellen. 
A. Die FLT3-Rezeptoren von unstimulierten (-) und FL-stimulierten (100 ng FL/ml für 5 min) (+), 
serum-gehungerten FLT3-WT-, FLT3-JM-PM- (FLT3-V592A, FLT3-V579A, FLT3-F594L, FLT3-
F590GY591D) und FLT3-W51-exprimierenden Zellen wurden mit FLT3-Antikörper aus 
Ganzzelllysaten immunopräzipitiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit phospho-Tyrosin-
Antikörper immunogeblottet. Die Blots wurden gestrippt und erneut mit FLT3-Antikörper inkubiert. 
B. FLT3-ITD (W51, NPOS, W78)- und FLT3-TKD (D835Y, D835V)-exprimierende Zellen wurden 
wie in A beschrieben analysiert und die Blots anschließend densitometrisch mit Hilfe der TINA 2.0 
Software ausgewertet, um den Prozentsatz an phosphoryliertem FLT3 des gesamten FLT3-





Ein weiteres Maß für die Aktivierung des Rezeptors ist die Rate der Rezeptor-
Dimerisierung. Um die konstitutive Dimerisierung der FLT3-JM-PM-Rezeptoren im 
Vergleich zu FLT3-WT-Rezeptoren zu untersuchen wurde der Crosslinker BS3 verwendet, 
der Proteine, die sich in genügender Nähe zueinander befinden, über ihre primären 
Aminogruppen kovalent vernetzt. Unstimulierte und FL-stimulierte FLT3-JM-PM- und 
FLT3-WT-Zellen wurden 30 min in BS3-Crosslinking-Puffer inkubiert, anschließend lysiert 
und die Lysate mittels FLT3-Immunoblotting auf die Anwesenheit von Rezeptor-Dimeren 
untersucht. In der Abwesenheit von FL zeigten FLT3-JM-PM-Rezeptoren eine höhere 
konstitutive Dimerisierungsrate im Vergleich zu FLT3-WT-Rezeptoren (Abb. 4.7). FL-
Stimulierung führte in allen Zelllinien in gleichem Maße zur Dimerisierung der Rezeptoren. 
 
Abb. 4.7 FLT3-JM-PM-Rezeptoren zeigen in Abwesenheit von FL eine erhöhte konstitutive 
Dimerisierungsrate im Vergleich zu FLT3-WT-Rezeptoren. Mit BS3 inkubierte unstimulierte (-) 
und FL-stimulierte (100 ng/ml) (+) MIY-, FLT3-WT- und FLT3-JM-PM-Zellen wurden lysiert, die 
Lysate auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und die FLT3-Dimere (> 300 kDa) durch Immunoblotting 
mit FLT3-Antikörper detektiert.  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine Punktmutation in der JM-Domäne von 
FLT3 zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors führt. FLT3-JM-PM-Rezeptoren zeigen 
erhöhte Autophosphorylierung und konstitutive Dimerisierung in Abwesenheit von FL. Das 
Ausmaß der konstitutiven Rezeptor-Aktivierung der FLT3-JM-PM-Mutanten ist jedoch 
geringer als das der FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Rezeptor-Mutanten. 
 
4.1.7 In FLT3-JM-PM-Zellen ist STAT5 konstitutiv aktiviert und Bcl-x(L) 
hochreguliert 
 
Die drei wichtigsten nachgeordneten Signalwege von FLT3 sind der STAT5-, MAPK- und 
PI3K/Akt (´protein kinase B´)-Signalweg. Für FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Mutationen wurde 
gezeigt, dass diese drei Signalwege konstitutiv aktiviert sind (Hayakawa, 2000; Mizuki, 
2000; Spiekermann, 2003a).  
STAT5 wird in erster Linie für das transformierende Potential in vitro und in vivo 




zahlreicher Gene, die u.a. Zellzyklus, Apoptose und Proliferation regulieren (Cyclin D1 
(Matsumura, 1999), Cyclin D2 (Martino, 2001), c-myc (Lord, 2000), Bcl-x(L) (Lord, 2000; 
Socolovsky, 1999), CIS (´cytokine Inducible SH2 containing protein´) (Matsumoto, 1997) 
und SOCS (´suppressor of cytokine signalling´) (Davey, 1999). 
Um die Aktivierung des STAT5 Signalweges zu untersuchen, wurden Lysate serum-
gehungerter FLT3-WT-, FLT3-JM-PM- (FLT3-V592A, FLT3-V579A, FLT3-F594L, FLT3-
F590GY591D) und FLT3-ITD/FLT3-TKD-Zellen im Western-Blot mit einem spezifischen 
Antikörper gegen phospho-STAT5 (Y694) analysiert. Es konnte klar gezeigt werden, dass 
die Expression von FLT3-JM-PM in Ba/F3-Zellen eine signifikant stärkere STAT5-
Aktivierung im Vergleich zu FLT3-WT induziert (Abb. 4.8.A). Die densitometrische Analyse 
ergab, dass das Verhältnis von phosphoryliertem STAT5 zur Gesamtmenge an STAT5-
Protein in den vier FLT3-JM-PM-Zelllinien von 20 – 35 % variierte und damit bedeutend 
geringer war als in den drei FLT3-ITD- (49 – 61 %) und zwei FLT3-TKD- (56 – 66 %) 












Abb. 4.8 FLT3-JM-PM-exprimierende Ba/F3-Zellen weisen konstitutiv aktiviertes STAT5 auf. 
A. FLT3-WT-, FLT3-W51-, FLT3-V592A-, FLT3-V579A-, FLT3-F594L-, FLT3-F590GY591D- oder 
MIG-transduzierte Zellen wurden für 24 h in 0,3 % FCS-Medium gehungert und unbehandelt (-) 
oder nach 5minütiger FL-Stimulierung (100 ng FL/ml) (+) lysiert. Ganzzelllysate wurden mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet. Die Blots wurden mit anti-
phospho-STAT5-Antikörper inkubiert, gestrippt und mit anti-STAT5-Antikörper geblottet. B. FLT3-
ITD-(W51, NPOS, W78) und FLT3-TKD-(D835Y, D835V) exprimierende Zellen wurden wie in A 
beschrieben analysiert und der Prozentsatz an phosphoryliertem STAT5 von Gesamt-STAT5-





Die FL-unabhängige Aktivierung des MAPK-Signalweges und die Aktivierung der 
Serin/Threonin Proteinkinase AKT als Marker für die Aktivierung des PI3K-abhängigen 
Signalweges wurden ebenfalls analysiert. Immunoblotting mit phospho-AKT-Ser473-
spezifischem Antikörper zeigte eine geringfügige Erhöhung des basalen Levels an 
phosphoryliertem AKT in allen FLT3-JM-PM-Zellen im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen 
(Daten nicht gezeigt). Immunoblotting mit phospho-MAPK-Antikörper zeigte die gleiche 
Menge an phosphorylierter MAPK in allen FLT3-JM-PM-Zellen und in FLT3-WT-Zellen 
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund der lediglich geringfügig stärkeren AKT-Aktivierung und 
unveränderten MAPK-Aktivierung in FLT3-JM-PM-Zellen im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen, 
scheint das prominente proliferative Signal durch STAT5 vermittelt zu werden. 
 
Aufgrund der erhöhten STAT5-Aktivierung in den FLT3-JM-PM-Zellen und der erhöhten 
Resistenz gegenüber Apoptose im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen, wurde vermutet, dass 
das anti-apoptische Bcl-x(L)-Protein, ein wichtiges STAT5 Zielgen, in den FLT3-JM-PM-
exprimierenden Zellen hochreguliert sein könnte.  
Ganzelllysate wurden mittels Western-Blot-Technik unter Verwendung eines spezifischen 
monoklonalen Antikörpers gegen Bcl-x(L) analysiert. Alle FLT3-JM-PM (FLT3-V592A, 
FLT3-V579A, FLT3-F594L und FLT3-F590GY591D)-Zellen zeigten eine signifikant erhöhte 







Abb. 4.9 Die Bcl-x(L) Expression ist in FLT3-JM-PM-Zellen im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen 
erhöht. Ganzzelllysate wurden mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines 
monoklonalen Bcl-x(L)-Antikörpers untersucht. Als Positivkontrolle diente in Ba/F3-Zellen 
überexprimiertes Bcl-x(L). Gleiche Proteinbeladung in allen Banden wurde mittels Immunoblotting 
gegen β-Actin verifiziert. Bcl-x(L): 28 kDa 
 
Demnach ist der wichtigste nachgeordnete Signalweg von FLT3, der STAT5-Signalweg, in 
FLT3-V592A-, FLT3-V579A-, FLT3-F594L- und FLT3-F590GY591D-exprimierenden Zellen 
im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen verstärkt aktiviert und induziert eine Übexpression des 




4.1.8 Der FLT3-PTK-Inhibitor PKC412 induziert Wachstumsstopp und inhibiert die 
Tyrosin-Phosphorylierung von STAT5 in FLT3-JM-PM-Zellen 
 
PKC412 (Novartis), ein klein-molekularer selektiver FLT3-PTK-Inhibitor, inhibiert FLT3-
WT- und aktivierte FLT3-Rezeptoren in leukämischen Zellen (Weisberg, 2002b). Um die 
inhibitorische Aktivität von PKC412 gegen FLT3-JM-PM-Rezeptoren zu untersuchen, 
wurden FLT3-V592A-, FLT3-V579A-,  FLT3-F594L- und FLT3-F590GY591D-
exprimierende Zellen sowie FLT3-ITD-Zellen (FLT3-W51) und FLT3-TKD-Zellen (FLT3-
D835Y) für 72 h mit unterschiedlichen Konzentrationen PKC412 (0 bis 50 nM) behandelt. 
Um eine generelle Toxizität der Zellen gegenüber PKC412 auszuschließen, wurden die 
Zellen zusätzlich in Anwesenheit von IL-3 (10 ng/ml) und 50 nM  PKC412 (maximal 
verwendete Konzentration) inkubiert.  
PKC412 zeigte eine stark inhibitorische Wirkung auf das Wachstum der FLT3-V592A-, 
FLT3-V579A-, FLT3-F594L-, FLT3-F590GY591D-exprimierenden Zellen in Abwesenheit 
jedoch nicht in Anwesenheit von IL-3. Der kalkulierte IC50-Wert, d.h. die Konzentration an 
Inhibitor bei der 50% der ausgesäten Zellen noch viabel sind, war für PKC412 signifikant 
niedriger in allen FLT3-JM-PM- (< 1 nM) und den FLT3-D835Y-exprimierenden Zellen    (< 
1 nM)  verglichen mit den FLT3-W51-Zellen (5 nM) (Tab. 4.1). Damit sind FLT3-JM-PM-




der Mutation  
IC50
PKC412 [nM] 
FLT3-ITD W51 5,0 







 F590GY591D 0,7 
   
   
Tab. 4.1 FLT3-JM-PM-exprimierende Ba/F3-Zellen sind gegenüber dem selektiven FLT3-
PTK-Inhibitor PKC412 empfindlich. FLT3-WT-, FLT3-W51-, FLT3-D835Y- und die FLT3-JM-PM-
Mutanten FLT3-V592A-, FLT3-V579A-, FLT3-F594L-, FLT3-F590GY591D-exprimierende Ba/F3-
Zellen wurden mit einer Dichte von 4 x 104 Zellen/ml in An- bzw. Abwesenheit verschiedener 
Konzentration von PKC412 (0 to 50 nM) ausgesät und nach 72 h lebende Zellen mittels Trypan-
Blau-Exklusion gezählt. Alle Zellen wurden außerdem in Anwesenheit von IL-3 (10 ng/ml) und 50 
nM PKC412 kultiviert, um zu bestätigen, dass PKC412 nicht zytotoxisch ist. Der IC50-Wert wurde 




PKC412 hemmt die Tyrosin-Phosphorylierung des FLT3-Rezeptors (Weisberg, 2002b), 
und somit auch den FLT3 nachgeordneten STAT5-Signalweg in FLT3-ITD- und FLT3-
TKD-Zellen (Grundler, 2003). Um die Wirkung von PKC412 in FLT3-JM-PM-Zellen auf 
nachgeordnete Signalwege von FLT3 zu untersuchen, wurden serum-gehungerte FLT3-
V592A-, FLT3-V579A-, FLT3-F594L-, FLT3-F590GY591D- and FLT3-W51-exprimierende 
Zellen 1 h mit 50 nM PKC412 behandelt, lysiert und die Lysate anschließend im Western-
Blot unter Verwendung phospho-spezifischer Antikörper gegen STAT5, MAPK und AKT 
auf die Aktivierung der drei Signalwege analysiert.  
In den mit PKC412 behandelten FLT3-JM-PM-Zellen (FLT3-V592A, FLT3-V579A, FLT3-
F594L, FLT3-590G591D) und den FLT3-W51-Zellen konnte, im Gegensatz zu 
unbehandelten Zellen, keine Phosphorylierung von STAT5 (Abb. 4.10), MAPK und AKT 









Abb. 4.10  PKC412 inhibiert die Autophosphorylierung von STAT5 in Ba/F3-Zellen, die FLT3-
JM-PM-Rezeptoren exprimieren. MIG-Zellen und Zellen, die FLT3-WT, FLT3-W51 und FLT3-
V592A, FLT3-V579A, FLT3-F594L, FLT3-F590GY591D exprimieren, wurden für 24 h gehungert 
und 1 h vor Zelllyse mit 50 nM PKC412 (+) oder Medium (-) inkubiert. Es wurde eine Western-Blot-
Analyse mit polyklonalem phospho-STAT5-Antikörper durchgeführt. Die Blots wurden gestrippt und 
anschließend mit polyklonalem STAT5-Antikörper geblottet, um gleiche Proteinmengen an STAT5 
in allen Zelllinien zu verifizieren.  
 
Damit wurde bestätigt, dass die Aktivierung von STAT5, MAPK und AKT direkt durch den 






4.2 Charakterisierung des onkogenen Potentials von CBL-Deletionsmutanten in 
FLT3-exprimierenden Zellen und Analyse der Inzidenz in der AML 
 
Durch die Identifizierung des CBL homologen Caenorhabditis elegans Proteins, SLI-1, das 
die RTK LET-23 negativ reguliert, wurde die Untersuchung der Rolle von CBL in der Maus 
und im Menschen angeregt (Jongeward, 1995; Yoon, 1995). Für andere Klasse-III-RTKs, 
wie PDGFRα und KIT, wurde die Beteiligung von CBL an der Liganden-induzierten 
Signaltransduktion sowie der Negativregulation und Degradierung der aktivierten 
Rezeptoren beschrieben (Bonita, 1997; Zeng, 2005). Es sollte daher analysiert werden, ob 
CBL eine Funktion in FLT3-vermittelten Signalwegen zukommt und ob Mutationen im CBL-
Gen zu einer aberranten Signaltransduktion durch FLT3 führen können. Weiterhin sollte 
eine mögliche Beteiligung von CBL an der Pathogenese der AML evaluiert werden. 
 
 4.2.1 CBL wird in allen AML-Subgruppen, CML- und CLL-Blasten sowie gesunden 
Knochenmarkproben exprimiert 
 
Die Expression  von CBL in AML-Patientenproben sowie gesunden Kontrollproben und 
CML- bzw. CLL (chronische lymphatische Leukämie)-Patientenproben wurde mittels DNA-
Chip-Analyse untersucht. Mit Hilfe der in den 90er Jahren entwickelten DNA-Chip-
Technologie ist es möglich, das Expressionsniveau einer sehr hohen Anzahl von Genen 
simultan zu messen und so, in diesem Fall, die transkriptionelle Aktivität in Blut- oder 
Knochenmarkproben von AML-Patienten mit der gesunder Probanden zu vergleichen. Die 
Analyse wurde im Labor für Leukämiediagnostik (Dr. Alexander Kohlmann, Prof. Dr. 
Torsten Haferlach) unter Verwendung des ´Human Genome U133 Set Gene Chip® 
Arrays´ durchgeführt. Dieser Chip enthält fast 45.000 ´probe sets´ und repräsentiert damit 
mehr als 39.000 Transkripte, die von annähernd 33.000 bekannten humanen Genen 
stammen. Aus Patientenmaterial und gesundem Vergleichsmaterial wurden fluoreszenz-
markierte RNA-Proben hergestellt und mit den Oligonukleotiden auf der Oberfläche des 
Chips hybridisiert. Die Orte und die Intensität der Hybridisierungen wurden nach 
Abwaschen unspezifisch gebundener Targets über Fluoreszenz-Scanning analysiert. 
Die Auswertung der vom Labor für Leukämiediagnostik erhaltenen Daten ergab eine 
deutliche Expression von CBL mRNA in allen untersuchten AML-Subgruppen, gesunden 
Knochenmarkzellen sowie Knochenmarkzellen von Patienten mit CML und CLL (Abb. 

















Abb. 4.11  mRNA Expression von CBL im Knochenmark gesunder Kontrollpersonen sowie in 
verschiedenen Subgruppen von Patienten mit AML, CML und CLL. Mittels Chip-DNA-Analyse 
(probesets: 225231_at, 225231_at, 225234_at, 229010_at, 243475_at) wurde die CBL mRNA-
Expression in unterschiedlichen Knochenmarkproben untersucht. Es wurden insgesamt 459 Proben 
analysiert: 23 gesunde Patientenproben; AML-Patientenproben mit normalem Karyotyp (n=162), 
t(15;17) (n=35), t(8;21) (n=30), inv16/t(16;16) (n=36), 11q23 (n=41), MDS mit komplex aberrantem 
Karyotyp (n=51); CML (n=45) und CLL (n=36) Patientenproben. 
 
4.2.2 CBL-WT und potentiell onkogene CBL-Konstrukte wurden stabil in Ba/F3-
Zellen exprimiert 
 
Um das leukämogene Potential des CBL-Proteins funktionell zu analysieren, wurden 
humane HA (Influenza Hemagglutinin Protein)-getaggte CBL-Konstrukte in den 
retroviralen Expressionsvektor MIG kloniert  (Abb. 4.12, S. 61). CBL-WT und zwei 
potentiell onkogene Mutanten, CBL-70Z und CBL-655, wurden vom Labor Ivan Dikic, 
Frankfurt am Main, zur Verfügung gestellt (Dikic, 2003; Soubeyran, 2002). v-CBL wurde 
durch Einführung eines Stop-Kodons mittels ortsgerichteter Mutagenese selbst hergestellt 
(v-CBL). 
Die CBL-Konstrukte, CBL-WT und die drei Deletionsmutanten CBL70Z, v-CBL und CBL-
655, wurden alleine und zusammen mit FLT3-WT stabil in Ba/F3-Zellen exprimiert. Die 
FLT3-Expression wurde durch Anfärbung mit CD-135-Antikörper im Durchflusszytometer 
verifiziert (Detektion der Oberflächenexpression, analog zu 4.1.2; Daten nicht gezeigt). Die 












Abb. 4.12  Die in dieser Arbeit verwendeten CBL-Konstrukte. Abgebildet sind die in dieser 
Arbeit verwendeten humanen CBL-Konstrukte: CBL-WT, CBL-70Z, CBL-655 und v-CBL. CBL-70Z 
unterscheidet sich im Vergleich zu CBL-WT durch eine 17 AS umfassende interne Deletion in der 
Linker (L)- und beginnenden RING-Finger-Domäne; CBL-655 und v-CBL sind trunkierte CBL-
Varianten, die jeweils die ersten 655 AS bzw. 357 AS umfassen (CBL-WT ´Genebank Accession 











Abb. 4.13  Nachweis der Expression der verwendeten CBL-Konstrukte in Ba/F3-Zellen. Der 
Nachweis des CBL-Proteins in den transduzierten Ba/F3-Zellen erfolgte mittels Western-Blot-
Technik. Die am N-Terminus mit HA getaggten CBL-Konstrukte wurden mit einem monoklonalem 
HA-Antikörper detektiert: CBL-WT: 120 kDa, CBL-70Z: 118 kDa, CBL-655: 72 kDa, v-CBL: 41 kDa. 
 
4.2.3 Liganden-Stimulierung von FLT3-WT-exprimierenden Ba/F3-Zellen führt zur 
Phosphorylierung von endogenem CBL 
 
Für andere Klasse-III-RTKs wie KIT und PDGFRα war bereits bekannt, dass CBL nach 
Liganden-Stimulierung des Rezeptors aktiviert wird (Bonita, 1997; Zeng, 2005). In der 
Liganden-vermittelten Signaltransduktion von FLT3 gab es bisher nur Hinweise auf eine 




Fusionsrezeptors, der die intrazelluläre Domäne von FLT3 enthält, phosphoryliertes CBL 
nachweisen konnte (Tse, 2000). 
Zur Analyse der Aktivierung von CBL nach FLT3-Rezeptoraktivierung wurde endogenes 
CBL aus Ba/F3-Lysaten unstimulierter und mit FL stimulierter FLT3-WT-Zellen 
immunopräzipitiert und mit phospho-Tyrosin-Antikörper immunogeblottet. Abbildung 4.14 
zeigt, dass die FL-Stimulierung der FLT3-WT-Zellen zu einer starken Tyrosin-
Phosphorylierung von endogenem CBL führt, die in nativen Ba/F3-Zellen und 
unstimulierten FLT3-WT-Zellen nicht nachzuweisen ist. 
 
Abb. 4.14  CBL wird nach Liganden-Stimulierung von FLT3-WT-
exprimierenden Ba/F3-Zellen phosphoryliert. Native und FLT3-
WT-exprimierende Ba/F3-Zellen wurden 24 h serum-gehungert und 
unbehandelt (-) oder nach Behandlung mit FL (100 ng/ml) für 5 min 
(+) lysiert. Endogenes CBL wurde mit polyklonalem CBL-Antikörper 
immunopräzipitiert und mit phospho-Tyrosin-Antikörper 
immunogeblottet. Anschließendes Strippen und Blotten mit CBL-







Damit konnte gezeigt werden, dass CBL durch den Liganden-stimulierten FLT3-Rezeptor 
phosphoryliert wird. 
 
4.2.4 CBL-70Z- und v-CBL induzieren eine Transformation in FLT3-exprimierenden 
Zellen 
 
Zur Analyse des transformierenden Potentials der stabil transduzierten CBL- und 
FLT3/CBL-Zellen wurden Proliferationsexperimente nach Entzug des Wachstumsfaktors 
IL-3 durchgeführt. 
Die Expression der CBL-Konstrukte alleine, d.h. CBL-WT oder eine der drei 
Deletionsmutanten CBL-70Z, v-CBL und CBL-655, führte nicht zu IL-3 unabhängigem 
Wachstum in Ba/F3-Zellen (Abb. 4.15.A, S. 63). Die Koexpression von FLT3-WT, das 
alleine exprimiert nicht transformierend ist, zusammen mit CBL-70Z sowie v-CBL, jedoch 
nicht mit CBL-WT und CBL-655, induzierte IL-3-unabhängiges Wachstum in Ba/F3-Zellen 
(Abb. 4.15.B, S. 63). Die Proliferationsrate der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-
Zellen war nach drei Tagen nicht signifikant unterschiedlich und betrug ca. 30 % der mit IL-
3 kultivierten Kontroll-Population. Nach 6 Tagen ist die Proliferationsrate der FLT3-
WT/CBL-70Z Zellen um ca. 25 % höher im Vergleich zu den FLT3-WT/v-CBL Zellen. Als 
















Abb. 4.15 Die Koexpression von FLT3-WT und CBL-70Z führt zu IL-3-unabhängigem 
Wachstum in Ba/F3 Zellen. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 4 x 104 Zellen/ml in 
Abwesenheit von IL-3 ausgesät und an Tag 3 und 6 mittels Trypan-Blau-Exklusion gezählt. A. CBL-
70Z-, v-CBL-, CBL-655- und CBL-WT-exprimierende Ba/F3 Zellen. B. FLT3-WT- und CBL-
koexprimierende Ba/F3-Zellen: FLT3-WT/CBL-70Z, FLT3-WT/v-CBL, FLT3-WT/CBL-655 und FLT3-
WT/CBL-WT.   
 
Da im Kompartiment der hämatopoetischen Stammzellen und in 70 – 90 % der AML-
Blasten der FLT3-Rezeptor und FL koexprimiert werden (Carow, 1996; Rosnet, 1996), 
wurde die Proliferation der FLT3-WT- und CBL-koexprimierenden Zellen im Vergleich zu 
FLT3-WT-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an FL untersucht. Abb. 
4.16 (S. 64) zeigt, dass die potentiell onkogenen Konstrukte v-CBL und CBL-70Z in FLT3-
WT-exprimierenden Zellen zu einer Hyperproliferation nach Stimulierung mit FL führen. 
Durch eine sukzessive Erhöhung der FL-Konzentration bis 100 ng/ml kann die 
Proliferationsrate konzentrationsabhängig gesteigert werden. Die Proliferationsrate der 
FLT3-WT- und FLT3-WT/CBL-WT- sowie FLT3-WT/CBL-655-Zellen war nach 72 h in allen 
Ansätzen nicht signifikant unterschiedlich. Dagegen zeigten die FLT3-WT/CBL-70Z- und 



















Abb. 4.16  FLT3-WT/CBL-70Z- und 
FLT3-WT/v-CBL-Zellen zeigen eine 
Hyperproliferation in Anwesenheit von 
FL. Die Zellen wurden mit einer Dichte 
von 4 x 104 Zellen/ml ausgesät, in 
Anwesenheit unterschiedlicher FL-
Konzentrationen (0 bis 100 ng FL/ml) 
kultiviert und nach 72 h mittels Trypan-
Blau-Exklusion gezählt. Angegeben ist 
der Prozentsatz viabler Zellen im 
Vergleich zur Kontrollpopulation, die mit 
IL-3 kultiviert wurde. (T-Test: p-Wert:  *= 
p < 0,05) 
 
Zusammengefasst induziert die Koexpression von FLT3-WT mit CBL-70Z oder v-CBL ein 
transformierendes Potential in Ba/F3-Zellen. 
Aufgrund der Ergebnisse aus diesen Proliferationsexperimenten wurde im Folgenden nur 
noch mit der CBL-70Z und v-CBL Mutante weitergearbeitet. 
 
4.2.5 Die selektiven FLT3-PTK-Inhibitoren SU5614 und PKC412 heben die 
Proliferation in FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen auf 
 
Um nachzuweisen, dass der pro-proliferative Phänotyp der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-
WT/v-CBL-Zellen abhängig von der PTK-Aktivität des FLT3-Rezeptors ist, wurden die 
Zellen in Ab- und Anwesenheit von FL mit zwei strukturell unverwandten selektiven FLT3-
PTK-Inhibitoren, SU5614 (ein Indolinon (Spiekermann, 2003b; Yee, 2002)) und PKC412 
(ein Benzoylstaurosporin (Weisberg, 2002b)), inkubiert. Die Inhibition von FLT3 durch die 
FLT3-PTK-Inhibitoren SU5614 und PKC412 führt dosisabhängig zu einer Aufhebung der 
IL-3-unabhängigen (Daten nicht gezeigt) und FL-induzierten Hyperproliferation (Abb. 4.17 
und 4.18, S. 65) der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen. Zellen, die als 
Kontrolle in Gegenwart von 5 µM SU5614 bzw. 100 nM PKC412 und IL-3 kultiviert wurden, 








Abb. 4.17  Der selektive FLT3-
Inhibitor SU5614 hebt die 
Hyperproliferation in FLT3-WT/ 
CBL-70Z-exprimierenden Zellen 
auf. 4 x 104 Zellen wurden in 
Anwesenheit von 20 ng FL/ml und 
verschiedenen Konzentrationen von 
SU5614 (0 bis 5 µM) kultiviert und 
nach 72 h gezählt. Die 
Hyperproliferation der FLT3-
WT/CBL-70Z-Zellen kann 
dosisabhängig durch SU5614 
inhibiert werden.  
Abb. 4.18 Der selektive FLT3-
Inhibitor PKC412 hebt die 
Hyperproliferation in FLT3-
WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-
CBL-exprimierenden Zellen auf. 
Die Zellen wurden analog zu den in 
Abb. 4.17 gezeigten Versuchen 
analysiert. Es wurden 50 ng FL/ml 
und 0 bis 100 nM PKC412 
verwendet. PKC412 hemmt 




Tabelle 4.2 (S. 66) zeigt die aus diesen Versuchen ermittelten IC50-Werte für die 
FLT3/CBL-exprimierenden Zelllinien. 
 
Aus Tabelle 4.2 ist ersichtlich, dass alle untersuchten Zelllinien gegenüber PKC412 und 
SU5614 in einem Konzentrationsbereich empfindlich sind, der nicht zytotoxisch ist. FLT3-
WT/CBL-WT-Zellen erscheinen im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen gegenüber FLT3-
Inhibitoren etwas weniger empfindlich zu sein, der Unterschied ist jedoch statistisch nicht 
signifikant. Die FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-exprimierenden Zellen sind 








SU5614 [nM] PKC412 [nM]  
FLT3-WT 70 13 
FLT3-WT/CBL-WT 130 15 
FLT3-WT/CBL-70Z 500 25 
FLT3-WT/v-CBL n.d. > 50 
FLT3-ITD 200 5 
 
Tab. 4.2 IC50-Werte der FLT3-Inhibitoren SU5614 und PKC412 für FLT3-WT-, FLT3/CBL- und 
FLT3-ITD-exprimierende Zelllinien in Gegenwart von FL. Die IC50-Werte für die verschiedenen 
Zelllinien wurden aus den Versuchen der Abbildungen 4.17 und 4.18 berechnet. Zum Vergleich sind 
die IC50
 
-Werte der FLT3-ITD-Zellen für SU5614 aus (Bagrintseva, 2004) und für PKC412 aus den 
Versuchen des Kapitel 4.1.8 angegeben. (n.d.: nicht durchgeführt) 
Mit diesen Versuchen konnte belegt werden, dass das Transformationspotential der FLT3-
WT- und CBL-70Z- sowie v-CBL-exprimierenden Zellen spezifisch durch FLT3-WT-
abhängige Signalwege vermittelt wird. CBL-Mutationen scheinen daher FLT3-regulierte 
Signalwege derart verändern zu können, dass es zur Transformation kommt.  
 
4.2.6 Spezifische Inhibitoren des PI3K/mTOR-Signalweges hemmen das Wachstum 
der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen  
 
Um die Signifikanz einzelner Signalwege in den transformierten FLT3-WT/CBL-70Z- und 
FLT3-WT/v-CBL-Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen mit spezifischen 
kleinmolekularen Inhibitoren, die einzelne Signaltransduktionsproteine hemmen, inkubiert 
und die Proliferationsrate mittels WST-Assays bestimmt. Folgende Inhibitoren wurden 
verwendet: SU6656 inhibiert SRC-Kinasen (Blake, 2000); PD98059 inhibiert MAPK 
(Alessi, 1995); LY294002 inhibiert PI3K (Vlahos, 1994) und Rapamycin die ´mammalian 
target of rapamycin´ (mTOR)-Kinase (Hidalgo und Rowinsky, 2000; Vezina, 1975).  
SU6656 sowie PD98059 bewirkten keine Wachstumshemmung in den FLT3-WT/CBL-70Z- 
und FLT3-WT/v-CBL-Zellen (Daten nicht gezeigt), jedoch konnten LY294002 und 
Rapamycin, spezifische Inhibitoren für den PI3K/mTOR-Signalweg, die Proliferation 
signifikant, aber nicht vollständig, hemmen (Abb. 4.19, S. 67). Für FLT3-WT/CBL-70Z-
Zellen liegt der IC50-Wert bei 3,8 µM für LY294002 und 0,5 nM für Rapamycin sowie für 
FLT3-WT/v-CBL-Zellen bei 3,0 µM für LY294002 und bei 0,5 nM für Rapamycin. 
Inkubation der Zellen mit maximaler Konzentration des jeweiligen Inhibitors und IL-3 
















Abb. 4.19  LY294002 (links) und Rapamycin (rechts) hemmen signifikant die 
Hyperproliferation der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen nach FL-Stimulierung. 
Die Proliferationsrate der Zellen wurde mit Hilfe des WST-Assays bestimmt. Die Zellen wurden in 
Anwesenheit von 50 ng FL/ml und unterschiedlichen Konzentrationen der Inhibitoren für 72 h 
inkubiert, der WST-Farbstoff zugegeben und nach 4 h Inkubation im Brutschrank die optische 
Dichte am ELISA-Reader gemessen.  
 
Somit konnte gezeigt werden, dass SRC-Kinasen und MAPK nicht oder nicht wesentlich, 
jedoch die Aktivierung der PI3K und mTOR-Kinase entscheidend zum pro-proliferativen 
Phäntoyp der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen beitragen. 
 
4.2.7 Der FLT3-Rezeptor ist in FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen 
konstitutiv aktiviert 
 
Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die Koexpression von FLT3-WT und CBL-WT 
bzw. CBL-70Z und v-CBL eine erhöhte Aktivierung von FLT3 zur Folge hat. Die FLT3-
Rezeptoren wurden aus Ba/F3-Lysaten immunopräzipiert und der 
Phosphorylierungsstatus durch Immunoblotting mit phospho-Tyrosin-Antikörper bestimmt. 
In unstimulierten Zellen führt die Koexpression von  CBL-70Z und v-CBL zu einer starken, 
die Koexpression von CBL-WT vergleichsweise nur zu einer sehr geringen, konstitutiven 
Autophosphorylierung des Rezeptors, die mit der Autoaktivierung in FLT3-WT-Zellen 
vergleichbar ist (Abb. 4.20, S. 68). MG-132, ein Peptidaldehyd, ist ein reversibler, zell-
permeabler 26S-Proteasomeninhibitor, der die Degradierung Ubiquitin-konjugierter 




MG-132 erhöht in allen Zelllinien den Anteil an phosphorylierten Rezeptoren und 
verdeutlicht, dass das Verhältnis von phosphorylierten Rezeptoren zur Gesamtmenge an 
Rezeptoren in FLT3/CBL-mutanten Zellen im Vergleich zu FLT3-WT/CBL-WT- und FLT3-
WT-Zellen stark erhöht ist. Die Stimulierung mit FL bewirkt in allen Zellen eine starke 









Abb. 4.20  Koexpression von CBL-70Z sowie v-CBL mit FLT3-WT führt zur konstitutiven 
Autophosphorylierung des FLT3-Rezeptors. Der FLT3-Rezeptor wurde aus Ganzzelllysaten 
unstimulierter, mit MG-132 (50 µM für 2 h) behandelter und mit MG-132 und FL (100 ng/ml) 
behandelter FLT3-WT-, FLT3-WT/CBL-WT-, FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Ba/F3-
Zellen immunopräzipitiert und gegen phospho-Tyrosin geblottet. Der Blot wurde gestrippt und mit 
FLT3-Antikörper inkubiert, um vergleichbare Mengen an FLT3-Protein nachzuweisen.  
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Koexpression von CBL-70Z und v-CBL, 
nicht aber CBL-WT, zu einer starken Aktivierung des FLT3-Rezeptors führt. 
 
4.2.8 Die FLT3-Signalwege STAT5 und AKT sind in FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-
WT/v-CBL-Zellen hyperaktiv 
 
Aktivierende FLT3-Mutationen führen zur Aktivierung mitogener Signalketten (Hayakawa, 
2000; Mizuki, 2000; Spiekermann, 2003a). Als die wichtigsten FLT3 nachgeordneten 
Komponenten der Signaltransduktion gelten der STAT5-, AKT- und MAPK-Signalweg. Es 
sollte untersucht werden, welche FLT3-Signalwege für den transformierenden Phänotyp 
der FLT3/CBL-Mutanten-exprimierenden Zellen verantwortlich sind. Mittels Western-Blot-
Analyse wurde die Phosphorylierung der STAT5-, MAPK- und AKT-Proteine in CBL-
transduzierten Zellen untersucht. Alleinige Expression der CBL-Konstrukte in Ba/F3-Zellen 
induziert keine Aktivierung der drei Signalwege (Abb. 4.21 A, S. 69. Daten nur für CBL-
70Z-Zellen und phospho-STAT5-Blotting gezeigt). In Abwesenheit von FL konnte eine 




Zellen, jedoch nicht in FLT3-WT (Daten nicht gezeigt für phospho-STAT5) und FLT3-
WT/CBL-WT-Zellen nachgewiesen werden  (Abb. 4.21 A und B). Der Proteasomeninhibitor 
MG-132 zeigte keine wesentliche Wirkung auf die Phosphorylierung von AKT in den 
behandelten Zellen. Nach Stimulierung mit FL kommt es zu einer Hyperaktivierung von 
STAT5 und AKT in den transformierten FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen 
im Vergleich zu den Kontrollzellen. Der MAPK-Signalweg ist in den FLT3-WT/CBL-














Abb. 4.21  STAT5 und AKT sind konstitutiv aktiv und hyperaktiv nach FL-Stimulierung in 
FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen Ganzzelllysate unbehandelter und mit FL (100 
ng FL/ml) behandelter Zellen wurden auf die Phosphorylierung des Signalproteins STAT5 (A) und 
AKT (B) untersucht. In B wurde zusätzlich der Protesaomeninhibitor MG-132 eingesetzt. 
 
Die Aktivierung der mitogenen Signalwege STAT5 und AKT korreliert mit dem pro-
proliferativen Phänotyp der FLT3-WT/CBL-70Z und FLT3-WT/v-CBL Zellen: Die in 
Abwesenheit des Wachstumsfaktors IL-3 proliferierenden FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-
WT/v-CBL-Zellen (s. Abb. 4.15) zeigen eine geringe konstitutive STAT5- und AKT-
Aktivierung und in Anwesenheit von FL, in Übereinstimmung mit der Hyperproliferation    








4.2.9 Die Einführung der Mutation G306E in v-CBL reduziert signifikant das 
transformierende Potential der FLT3-WT/v-CBL-Zellen 
 
Die negativ-regulatorische Funktion von CBL gegenüber RTKs und PTKs wurde durch 
Identifizierung des CBL-homologen Proteins in dem Nematoden Caenorhabditis elegans, 
SLI-1, das die RTK LET-23 negativ reguliert, entdeckt (Jongeward, 1995; Yoon, 1995). 
Eine Punktmutation in SLI-1, die Glycin durch Glutaminsäure an Position 315 ersetzt, 
führte zu einem Verlust der negativ-regulatorischen Funktion (Yoon, 1995). Für den EGFR 
und PDGFR konnte gezeigt werden, dass die korrespondierende Mutation in v-CBL, 
G306E, zu einer Aufhebung der Assoziation von v-CBL mit dem Rezeptor und zur 
Aufhebung der Transformation von Fibroblasten führt (Bonita, 1997; Thien und Langdon, 
1997a). 
Um die Interaktion zwischen CBL und FLT3-WT zu charakterisieren, haben wir die G306E 
Mutation in v-CBL eingeführt. G306E in v-CBL reduzierte signifikant die Proliferationsrate 
der transduzierten Zellen nach IL-3 Entzug und in Anwesenheit von FL (Abb. 4.22). 
Abb. 4.22  Die Mutation G306E inhibiert den 
pro-proliferativen Effekt von v-CBL in FLT3-
WT/v-CBLG306E Zellen im Vergleich zu FLT3-
WT/v-CBL Zellen. Die Zellen wurden mit einer 
Dichte von 4 x 104 Zellen/ml ohne IL-3 und in 
Anwesenheit von 50 ng FL/ml ausgesät und nach 
72 h Inkubation im Brutschrank mittels Trypan-
Blau-Exklusion gezählt.  
 
 
Die Analyse des STAT5- und AKT-Signalweges in FLT3-WT/v-CBLG306E-exprimierenden 
Ba/F3 Zellen ergab eine geringere Phosphorylierung der beiden Signalproteine nach FL 
Stimulierung im Vergleich zu FLT3-WT/v-CBL-exprimierenden Zellen und eine nur 
geringfügig stärkere Phosphorylierung im Vergleich zu FLT3-WT-exprimierenden Zellen 




Abb. 4.23  Die Mutation G306E in v-CBL 
führt zu einer geringeren Aktivierung des 
STAT5- und AKT-Signalweges in FLT3-
WT/v-CBLG306E Zellen im Vergleich zu 
FLT3-WT/v-CBL-Zellen. Ganzzelllysate 
unstimulierter (-) und mit 100 ng FL/ml für   
5 min stimulierter (+) Zellen beider Zelllinien 
wurden mittels Western-Blot-Technik und 
Verwendung spezifischer Antikörper gegen 
phospho-STAT5 und phospho-AKT 
analysiert.  
 
Somit korreliert die geringere Proliferationsrate der FLT3-WT/v-CBLG306E-Zellen im 
Vergleich zu FLT3-WT/v-CBL-Zellen mit einer geringeren Aktivierung der FLT3 
nachgeordneten Signalwege, STAT5 und AKT.  
Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die TKB-Domäne von CBL an der 
Interaktion des FLT3-Rezeptors mit CBL beteiligt ist. 
 
4.2.10 Die Punktmutation der Tyrosine Y589 und Y599 in FLT3 reduziert die 
Aktivierung von CBL nach FL-Stimulierung 
 
Die Substitution der juxtamembranösen Tyrosine Y568 und Y570 in KIT und Y572 und 
Y574 in PDGFRα durch Phenylalanin und Expression der mutanten Rezeptoren in 
Zelllinien führte zu einer starken Reduzierung der SCF- bzw. PDGFα-induzierten CBL-
Phosphorylierung und CBL-Degradierung im Vergleich zum WT-Rezeptor (Rosenkranz, 
2000; Zeng, 2005).   
Um mögliche direkte oder indirekte Bindungsstellen von CBL am FLT3-Rezeptor zu 
identifizieren, haben wir jeweils Y589 und Y599 durch Phenylalanin substituiert und die 
mutanten Rezeptoren stabil in Ba/F3-Zellen exprimiert. Die Stimulierung der mutanten 
Y589F-FLT3- und Y599F-FLT3-Rezeptoren-exprimierenden Zellen mit FL führte zu einer 
signifikant geringeren Phosphorylierung des endogenen CBL im Vergleich zu FLT3-WT-
exprimierenden Zellen (Abb. 4.24, S. 72). In Y599F-Zellen wurde autoaktiviertes CBL 
identifiziert, das weder in FLT3-WT-Zellen noch in einer anderen Zelllinie nachzuweisen 
war. Darüberhinaus konnten wir zeigen, dass Zellen, die eine Kinase-tote Mutante von 












Abb. 4.24  FLT3-Y589F- and FLT3-Y599F-Zellen zeigen eine signifikant reduzierte CBL-
Phosphorylierung nach FL-Stimulierung im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen. Endogenes CBL-
Protein wurde aus Ganzzelllysaten unstimulierter (-) und mit 100 ng FL/ml für 5 min stimulierter (+) 
nativer, FLT3-WT-, FLT3-Y589F- und FLT3-Y599F- sowie FLT3-KD-Ba/F3-Zellen immunopräzipiert 
und mit phospho-Tyrosin-Antikörper immunogeblottet. Anschließendes Strippen und Blotten mit 
CBL-Antikörper verifizierte vergleichbare Mengen an CBL-Protein.  
 
Damit sind die Tyrosine Y589 und Y599 der juxtamembranösen Domäne an der 
Interaktion von CBL mit dem FLT3-Rezeptor und der Aktivierung von CBL nach FL-
Ligandenstimulierung beteiligt. 
 
4.2.11 Die Internalisierung des FLT3-WT-Rezeptors wird durch Koexpression von 
CBL-70Z nicht beeinflusst  
 
CBL wird eine entscheidende Rolle in der Liganden-abhängigen Endozytose aktivierter 
RTKs, z.B. des EGFR, HGFR und PDGFR, zugeschrieben (Petrelli, 2002; Soubeyran, 
2002; Szymkiewicz, 2002). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass Mutationen in 
CBL die Interaktion zwischen CBL und dem FLT3-Rezeptor stören können und so zu einer 
verringerten oder verzögerten Internalisierung des Rezeptors und Aufrechterhaltung der 
Rezeptor-Aktivität führen könnten.  
Es wurden Internalisierungsversuche mit FLT3-WT-CBL-koexprimierenden Zellen 
durchgeführt, wobei FLT3-WT-Zellen als Negativkontrolle und Zellen, die eine Kinase-tote 
Mutante von FLT3 (FLT3-KD) exprimieren, die nicht internalisiert wird, als Positivkontrolle 
dienten. Abbildung 4.25 (S. 73) zeigt, dass der FLT3-Rezeptor in FLT3-WT-
exprimierenden Zellen fast vollständig innerhalb von 10 - 20 min nach FL-Stimulierung 
internalisiert wird. Gleichermaßen ist die FLT3-Oberflächen-Expression in FLT3-WT/CBL-
70Z-Zellen nach 10 – 20 min nicht mehr nachweisbar, so dass die CBL70Z-Mutante 
keinen Einfluss auf die Rate und Geschwindigkeit der FLT3-Rezeptorinternalisierung hat 
und somit andere Mechanismen für die Hyperaktivierung von FLT3 durch CBL70Z 













Abb. 4.25  Der FLT3-Rezeptor wird in FLT3-WT- und FLT3-WT/CBL-70Z-Zellen mit gleicher 
Rate und Geschwindigkeit internalisiert. 3 x 105 Zellen wurden mit 100 ng FL stimuliert, die 
Reaktion durch Zugabe von Natriumazid-Puffer nach spezifischen Zeitpunkten zwischen 0 und 60 
min gestoppt und die Zellen nach Färbung mit FLT3-spezifischem CD135-PE-Oberflächen-
Antikörper im FACS Calibur Durchflusszytometer gemessen. Angegeben ist GMean, das 
geometrische Mittel der Fluoreszenzintensität. Als Positivkontrolle diente die Kinase-tote Mutante 
von FLT3 (FLT3-KD), die nicht internalisiert wird.  
 
4.2.12 Überexpression von CBL-WT fördert die Dephosphorylierung und 
Degradierung des FLT3-Rezeptors 
 
Für KIT und PDGFR konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von CBL die 
Phosphorylierung der Rezeptoren verringert und die Degradierung fördert (Bonita, 1997; 
Rosenkranz, 2000; Zeng, 2005). 
Zur Analyse der Regulation des FLT3-Rezeptors durch CBL-WT wurden 293-Zellen mit 
FLT3-WT oder FLT3-WT/CBL-WT transfiziert und vor der Lyse für 0 bis 120 min mit FL 
stimuliert. Aus den Lysaten wurde der FLT3-Rezeptor immunopräzipitiert und auf die 
Phosphorylierung sowie die Proteinmenge des FLT3-Rezeptors untersucht. In FLT3-WT-
Zellen ist der Rezeptor nach 30, 60, 90 und 120 min FL-Stimulierung gleichermaßen stark 
phosphoryliert, im Gegensatz zu CBL-WT-koexprimierenden Zellen, in denen die FLT3-
Phosphorylierung nach 60 min im Vergleich zu 30 min Stimulierung bereits signifikant 
geringer ist (Abb. 4.26, S. 74). Nach 120 min ist der FLT3-Rezeptor in den FLT3-WT/CBL-















Abb. 4.26  Die Koexpression von CBL-WT und FLT3-WT führt zu einer schnelleren 
Dephosphorylierung und Degradierung des FLT3-Rezeptors 293-Zellen wurden mit FLT3-WT 
oder FLT3-WT/CBL-WT transfiziert und nach 48 h für 0, 30, 60, 90 und 120 min mit FL (100 ng 
FL/ml) stimuliert. Nach der Lyse der Zellen wurde das FLT3-Protein immunopräzipitiert und mittels 
Immunoblotting auf die Tyrosin-Phosphorylierung und FLT3-Proteinmenge untersucht. 
 
Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass CBL die Dephosphorylierung und 
Degradierung des FLT3-Rezeptors nach FL-Stimulierung fördert und damit die Aktivität 
und Proteinmenge des FLT3-Rezeptors in der Zelle negativ reguliert. 
 
4.2.13 Screening von AML-Zelllinien und AML-Patientenproben auf CBL-
Deletionsmutanten 
 
4.2.13.1 PCR-Screening-Assay: Die AML-Zelllinien MOLM-13 und MOLM-14 
exprimieren ein verkürztes CBL-Transkript 
 
Deletionsmutanten von CBL, wie CBL-70Z und v-CBL, wurden bisher nur in murinen 
Lymphomen und murinen akuten Leukämien nachgewiesen (Andoniou, 1994; Langdon, 
1989a). Kürzlich wurde jedoch über eine humane CBL-Deletionsmutante in der AML-
Zelllinie MOLM-13 berichtet, die eine interne CBL-Deletion von 44 AS trägt (Arnoczky, 
2005).  
In Kooperation mit Dr. Hilmar Quentmeier, DSMZ GmbH, Braunschweig, führten wir ein 
PCR-Screening auf Deletionen in CBL-Transkripten von 62 AML- und 6 ALL-Zelllinien 
(Tab. 4.3, S. 75) und 100 AML-Patienten mit normalem Karyotyp durch. Dazu wurde cDNA 
der Zelllinien bzw. Patientenproben synthetisiert und mit spezifischen Primern die Region 
Exon 7 bis 9 ampfliziert. Als Positivkontrolle dienten CBL-70Z-exprimierende Ba/F3-Zellen. 
CBL-70Z ist um die ersten 17 AS in Exon 8 deletiert und weist im cDNA PCR-Screening 
ein kürzeres PCR-Produkt auf als CBL-WT. 
Ein verkürztes CBL-Transkript wurde in der MOLM-13-Zelllinie und in der Schwester-




100 untersuchten AML-Patientenproben exprimierten CBL-Transkripte mit WT-Länge 
(Abb. 4.27; Daten für MOLM-14 nicht gezeigt). 
 
 
Tab. 4.3 Gescreente AML- und ALL-Zelllinien Aufgelistet sind die 62 AML- und 6 ALL-Zelllinien, 
die mittels des PCR-Screening-Assays auf Deletionen in der Region Exon 7 bis 9 der CBL-








Abb. 4.27  Mittels des PCR-Screening-Assays wurde ein im Vergleich zu CBL-WT deletiertes 
CBL-Transkript in der MOLM-13-Zelllinie detektiert Der PCR-Screening-Assay für die Region 
Exon 7 bis 9 der CBL-Transkripte zeigt die PCR-Produkte für die Positivkontrolle (Ba/F3-CBL-70Z-
Zellen), die Zelllinie MOLM-13 sowie 16 AML-Patienten mit normalem Karyotyp. 
 
Die aus Blut eines AML-Patienten mit FAB M5a etablierten Schwesterzelllinien MOLM-13 
und MOLM-14 exprimieren beide die gleiche CBL-Deletionsmutante. Damit konnten wir 





4.2.13.2 Die CBL-Deletionsmutante der MOLM-13-Zellen entsteht durch eine ´splice 
site´-Mutation 
 
Das im PCR-Screening-Assay aus der cDNA amplifizierte kürzere PCR-Produkt der 
MOLM-13-Zellen (siehe Abb. 4.27) wurde aus dem Gel extrahiert und sequenziert. Die 
Sequenzierung ergab, dass dieser CBL-Mutante 132 Nukleotide, die für die 44 AS des 
gesamten Exon 8 kodieren, fehlen. Die Analyse der genomischen DNA der MOLM-13 
Zellen ergab eine Deletion von 14 Nukleotiden an der Exon 8 – Intron 8 Grenze, wobei das 
letzte Nukleotid des Exon 8 und die ersten 13 Nukleotide des Intron 8 fehlen (Abb. 4.28). 
Diese Deletion führt durch Verlust einer ´splice donor site´ zu einer aberranten prä-RNA 
Prozessierung, die zum Verlust des Exons 8 führt. 
 









































Abb. 4.28  Entstehung der CBL Deletionsmutante in der MOLM-13-Zelllinie Aus MOLM-13-
Zellen wurde genomische DNA extrahiert, mit spezifischen Primern die Region Intron 7 – Exon 9 




deletierten 14 Nukleotide sind in rot hervorgebhoben und umfassen das letzte Nukleotid des Exons 
8 und die ersten 13 Nukleotide des Introns 8 (Genomische Sequenz, Ensembl Gene 
ENSG00000110395). Diese Mutation resultiert in einem aberranten RNA-Splicing und führt zum 
Verlust von Exon 8, das für Teile der Linker- und RING Finger-Domäne kodiert. Abbildung der 
Proteindomänen modifiziert aus (Thien und Langdon, 2001). 
 
Die internen Deletionen des CBL-Proteins in MOLM-13-Zellen und CBL-70Z betreffen 
beide Exon 8, wobei die Deletion in den MOLM-13-Zellen die gesamten 44 AS des Exon 8 
(Δ 366 – 409) umfasst, die CBL-70Z-Deletion lediglich die ersten 17 AS des Exon 8 (Δ 366 
– 382). Beide Mutationen führen zu Verlusten in den strukturell wichtigen Domänen der 






5.1 Charakterisierung der Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3 (FLT3-
JM-PM) 
 
5.1.1 FLT3-JM-PM-Mutationen definieren eine neue Klasse aktivierender FLT3-
Mutationen 
 
Die RTK FLT3 spielt eine wichtige Rolle in der normalen Hämatopoese und ist eines der 
am häufigsten mutierten Gene in der AML (Yamamoto, 2001; Yokota, 1997). Zwei Klassen 
aktivierender Mutationen waren vor der Durchführung dieser Studie bereits bekannt: FLT3-
ITD- und FLT3-TKD-Mutationen. Trotz einer detaillierten Erforschung des FLT3-Gens seit 
der ersten Beschreibung aktivierender Mutationen im Jahre 1996 (Nakao, 1996) konnte 
unsere Arbeitsgruppe und die Arbeitsgruppe von Stirewalt et al. kürzlich in AML-Zelllinien 
und Patientenproben bisher unbekannte Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3, 
FLT3-JM-PM, identifizieren (Spiekermann, 2003b; Stirewalt, 2004). Im Gegensatz zu 
FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Mutationen, die in 20 – 25 % bzw. 7 – 10 % der AML-Patienten 
vorkommen, findet man die FLT3-JM-PM-Mutationen nur in 2 % aller AML-Patienten. 
Allerdings sind noch weitere Studien, die die gesamte JM-Domäne erfassen, mit einer 
größeren Patientenzahl notwendig, um die Häufigkeit der FLT3-JM-PM-Mutationen in 
AML-Patienten zu verifizieren.  
Der erste Teil dieser Arbeit bestand darin, vier der in AML-Patienten gefundenen 
Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3 funktionell zu charakterisieren. Die 
durchgeführten Experimente zeigen, dass bestimmte Punktmutationen in der JM-Domäne 
von FLT3 zu wachstumsfaktor-unabhängigem Wachstum von Ba/F3-Zellen, zur 
Hyperproliferation in Gegenwart von FL und zu anti-apoptotischer Aktivität in Ba/F3-Zellen 
führen. Die FLT3-JM-PM-Rezeptoren waren konstitutiv autophosphoryliert und unterlagen 
im Vergleich zu FLT3-WT-Rezeptoren einer höheren spontanen Dimerisierungsrate. Der 
FLT3 nachgeordnete STAT5-Signalweg war in FLT3-JM-PM-exprimierenden Zellen 
konstitutiv aktiviert und die Bcl-x(L)-Expression im Vergleich zu FLT3-WT erhöht. Ein 
selektiver FLT3-PTK-Inhibitor, PKC412, konnte das wachstumsfaktor-unabhängige 
Wachstum der FLT3-JM-PM-Zellen hemmen und die Phosphorylierung von STAT5 
vollständig unterbinden. Um den Phänotyp der FLT3-JM-PM-Mutationen direkt mit den 
bekannten FLT3-Mutationen vergleichen zu können, wurden alle Experimente, wenn nicht 




Konstrukten in Ba/F3-Zellen durchgeführt. Die FLT3-JM-PM-exprimierenden Zellen zeigten 
im Vergleich zu FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Zellen einen schwächeren Phänotyp bezüglich 
Proliferationsrate, anti-apoptotischer Aktivität, FLT3-Rezeptor-Aktivierung und Aktivierung 
von STAT5.  
FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Mutationen induzieren einen transformierenden Phänotyp, 
insbesondere konstitutive FLT3-Kinaseaktivität, faktor-unabhängiges Wachstum in vitro 
und ein myeloproliferatives Syndrom in vivo (Ihle, 1995; Kelly, 2002a). Die in dieser Arbeit 
durchgeführten Proliferationsexperimente ergaben, dass die FLT3-JM-PM-exprimierenden 
Zellen eine schwächere Proliferationsrate aufweisen als die FLT3-ITD- und FLT3-TKD-
exprimierenden Zellen. Die häufigste FLT3-TKD-Punktmutation betrifft die hoch 
konservierte Asparaginsäure D835, der eine Rolle in der Stabilisierung der geschlossenen 
Konformation der Aktivierungsschleife zugeschrieben wird und deren Mutation zu Tyrosin, 
Valin oder Histidin ein spontanes Öffnen der katalytischen Tasche und damit eine 
liganden-unabhängige Aktivierung der Kinase ermöglicht (Griffith, 2004; Yamamoto, 2001). 
Ähnliche Mutationen in anderen RTKs der Klasse III wurden beschrieben, die auch zur 
malignen Transformation führen: KIT-D816V (Longley, 1999) und PDGFRα-D842V 
(Corless, 2005). FLT3-ITD-Mutationen, die zumeist in der JM-Z-Domäne lokalisiert sind, 
entstehen durch Duplikation einer Aminosäuresequenz von 4 bis 68 Aminosäuren. Es ist 
nicht bekannt, wie diese duplizierten Sequenzen die Konformation der FLT3-
Proteinstruktur verändern. Es wurde vermutet, dass die Verlängerung der JM-Z-Region die 
Position der JM-S-Region derart verändert, dass JM-S nicht mehr optimal orientiert ist, um 
JM-B in der Bindungsstelle zu positionieren (Griffith, 2004). Damit könnte eine 
Verlängerung von JM-Z dazu führen, dass die Formation des autoinhibitorischen 
Zustandes vollständig verhindert wird. Die in unseren Untersuchungen gefundenen 
Punktmutationen in der JM-Domäne, FLT3-JM-PM, treten in der JM-S und beginnenden 
JM-Z-Region, nicht jedoch in der JM-B-Region auf, die die eigentliche inhibitorische 
Region, die starke intramolekulare Kontakte mit allen anderen Strukturen des Proteins 
eingeht, darstellt. Damit befinden sich die betroffenen Aminosäuren nicht, wie die FLT3-
TKD-Mutationen, in einer Schlüsselstruktur des Proteins und verändern, im Gegensatz zu 
FLT3-ITD-Mutationen, die Proteinkonformation nur in sehr geringem Ausmaß. Obwohl 
FLT3-ITD-Mutationen die gleichen Aminosäuren wie FLT3-JM-PM betreffen können, 
verändern sie vermutlich die Proteinkonformation in anderer Weise. Verglichen mit FLT3-
ITD-Mutationen, induzieren die FLT3-JM-PM-Mutationen nur eine kleine Veränderung in 
der strukturellen Chemie dieser Region und könnten trotzdem noch die Formation des 




partiellen Interferenz (FLT3-JM-PM) mit dem autoinhibitorischen Zustand würde die 
höhere Proliferationsrate der FLT3-ITD- im Vergleich zu den FLT3-JM-PM- 
exprimierenden Zellen erklären. In Gegenwart von FL proliferieren alle FLT3-JM-PM-
exprimierenden Zellen mit einer 2 - 4fach erhöhten Proliferationsrate im Vergleich zu 
FLT3-WT-Zellen. Der durch die Punktmutation erzielte Proliferationsvorteil ist somit in 
Anwesenheit von FL stärker ausgeprägt. Die Stimulierung mit FL führt zu einer 
Konformationsänderung des FLT3-Proteins, dessen resultierende Struktur nicht bekannt 
ist. Unsere Daten lassen vermuten, dass die Punktmutationen in der JM-Domäne diese 
Konformationsänderung beeinflussen und die Aktivierung von FLT3 durch FL verstärken, 
eventuell durch einen erleichterten Zugang zu den Phosphorylierungsstellen Y589 und 
Y591. FL wird in primären AML-Blasten sehr häufig koexprimiert (Drexler, 1996; Meierhoff, 
1995; Zheng, 2004), so dass der verstärkte pro-proliferative Effekt der Punktmutanten in 
Anwesenheit von FL die in vivo Situation eher widerspiegeln könnte. Darüberhinaus 
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine einzige Punktmutation in der JM-
Domäne ausreicht, um den Rezeptor konstitutiv zu phosphorylieren und die spontane 
Dimerisierungssrate zu erhöhen.  
Des Weiteren haben wir FLT3 nachgeordnete Signalwege untersucht. Die Analyse des 
STAT5-Signalweges ergab, dass die FLT3-JM-PM-Rezeptoren in Abwesenheit von FL 
STAT5 in stärkerem Maße aktivieren als FLT3-WT-Rezeptoren. STAT5 wird als wichtigster 
nachgeordneter Signalweg von FLT3 betrachtet und wird eng mit Tumorentwicklung und 
Tumorprogression in Zusammenhang gebracht (Bowman, 2000). STAT5 reguliert direkt 
die Transkription von Proteinen wie Cyclin-D1/D2, die den Zellzyklus regulieren, und 
induziert die Expression anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-x(L) (Calo, 2003).  Die 
Untersuchung wichtiger STAT5-Zielgene ergab, dass Bcl-x(L) in den FLT3-JM-PM-Zellen 
im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen stärker exprimiert wird. Bcl-x(L) gehört zur Familie der 
Bcl-2-Proteine und spielt eine wichtige Rolle in der Resistenz gegenüber apoptotischem 
Zelltod durch Regulation des Membranpotentials der Mitochondrien (Vander Heiden, 
1997). Bcl-x(L) ist in einem hohen Prozentsatz der AML-Patienten überexprimiert, was mit 
einer schlechten Prognose für die Patienten verbunden ist (Schaich, 2001).  Die erhöhte 
Expression des Bcl-x(L)-Proteins erklärt den in FLT3-JM-PM-Zellen beobachteten anti-
apoptotischen Phänotyp dieser Zellen. Es wurden außer STAT5 der MAPK- und 
PI3K/AKT-Signalweg hinsichtlich deren Aktivierung untersucht, jedoch wurde nur eine 
geringfügig stärkere Aktivierung von AKT und eine gleiche Aktivierung von MAPK in FLT3-
JM-PM-Zellen im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen gefunden, so dass angenommen wird, 




Vergleich zu FLT3-TKD- und FLT3-ITD-exprimierenden Zellen ist sowohl die Aktivierung 
des FLT3-Rezeptors als auch die Aktivierung von STAT5 in FLT3-JM-PM-exprimierenden 
Zellen geringer. Diese Unterschiede scheinen für den schwächeren Phänotyp der FLT3-
JM-PM-Zellen verglichen mit den FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Zellen verantwortlich zu sein.  
Der außergewöhnliche Erfolg des klein-molekularen Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib 
(Gleevec (STI571), Novartis) in der Behandlung der CML hat die Entwicklung anderer 
molekularer Krebstherapeutika angeregt. FLT3 ist ein durch Überexpression und 
aktivierende Mutationen vielversprechendes Ziel einer AML-Therapie. Es konnten 
verschiedene FLT3-PTK-Inhibitoren identifiziert werden, die in der Lage sind, in Zelllinien, 
die aktivierte FLT3-Mutanten exprimieren, Apoptose zu induzieren und das Überleben von 
Mäusen, die FLT3-Mutanten im Knochenmark exprimieren, zu verlängern (Kelly, 2002c; 
Levis, 2002; Weisberg, 2002a; Yee, 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde die 
inhibitorische Aktivität von PKC412 auf FLT3-JM-PM- sowie FLT3-ITD- und FLT3-TKD-
exprimierende Ba/F3-Zellen untersucht. Die dargestellten Daten belegen, dass das von 
den FLT3-JM-PM induzierte IL-3-unabhängige Zellwachstum durch PKC412 vollständig 
gehemmt werden kann. Darüberhinaus inhibiert PKC412 vollständig die Aktivierung von 
STAT5, womit gezeigt werden konnte, dass FLT3 ein direktes Target für PKC412 ist und 
die mitogenen Signalwege des Rezeptors abzuschalten vermag. FLT3-JM-PM- und FLT3-
TKD-exprimierende Zellen waren wesentlich empfindlicher gegenüber der Behandlung mit 
PKC412 als FLT3-ITD-exprimierende Zellen. Diese Ergebnisse bestätigen damit 
Erkenntnisse aus früheren Studien, dass die Empfindlichkeit gegenüber Inhibitoren für die 
verschiedenen Mutanten des gleichen Proteins variieren kann. Für KIT-JM- und KIT-TKD-
Mutanten wurde eine unterschiedliche Sensitivität gegenüber STI571 beobachtet (Frost, 
2002). Grundler et al konnten bereits zeigen, dass das Wachstum von FLT3-TKD- im 
Gegensatz zu FLT3-ITD-exprimierenden Zellen mit wesentlich geringeren PKC412 
Konzentrationen gehemmt wird (Grundler, 2003). Die hohe Sensitivität der FLT3-JM-PM-
Zellen gegenüber PKC412 könnte aufgrund des geringeren Transformationspotentials 
entstehen, aber dennoch lässt dies vermuten, dass Patienten mit Punktmutationen in der 
JM-Domäne von FLT3 auf die Behandlung bereits geringer Dosen von FLT3-PTK-
Inhibitoren ansprechen könnten. Damit sollte dem Einsatz von FLT3-PTK-Inhibitoren in der 
Therapie von AML-Patienten immer eine genaue Analyse der vorliegenden Mutation 
vorangehen. 
Die Lokalisation und funktionelle Analyse der FLT3-JM-PM-Mutationen erlaubt die 
Definition einer neuen, der dritten Klasse aktivierender Mutationen in FLT3. Tabelle 5.1  




 FLT3-WT FLT3-ITD FLT3-TKD FLT3-JM-PM 
1IL-3-unabhängige Proliferation - +++ ++ + 
2Anti-apoptotische Aktivität - +++ +++ + 
3Rezeptor-Autoaktivierung - ++ ++ + 
4STAT5-Autoaktivierung - +++ +++ + 
 
1: “+++” = 80 – 100 %; “++” = 50 – 79 %; “+” = 5 - 49%; “-“ < 5 % viable Zellen in Prozent des +IL-3 Wachstums 
nach 72 h (Abb. 4.3) 
Tab. 5.1  Vergleich der Phänotypen der FLT3-JM-PM- und FLT3-ITD- sowie FLT3-TKD-
exprimierenden Ba/F3-Zellen. Die in dieser Studie erzielten Ergebnisse bezüglich IL-3-
unabhängigem Wachstum, anti-apoptotischer Aktivität, Rezeptor-Autoaktivierung und STAT5-
Autoaktivierung sind zusammengefasst. 
2: “+++” = < 10 %; “++” = 10 – 24 %; “+” 25 – 50 %”; “-“  > 50 % apoptotische Zellen nach 48 h (Abb. 4.5)  
3: “+++” > 70 %; “++” = 40 - 70 %; “+” = 10 - 39 %; “-“ < 10 % phosphoFLT3 des Gesamt-FLT3-Proteins (Abb. 
4.6) 
4: “+++” ≥ 50 %; “++” = 36 – 49 %; “+” = 16 – 35 %; “-” ≤ 15 % phosphoSTAT5 des Gesamt-STAT5-Proteins 
(Abb. 4.8)  
 
5.1.2 Einfluss von FLT3-JM-PM-Mutationen auf die Konformation der  
autoinhibitorischen JM-Domäne von FLT3 
 
In FLT3-JM-PM-Zellen reicht die Substitution einer einzelnen Aminosäure des FLT3-
Proteins aus, um ein transformierendes Potential in hämatopoetischen Zellen zu 
induzieren. Aus diesem Grund haben wir den Effekt der Punktmutationen auf die FLT3-
Kristallstruktur analysiert. In Zusammenarbeit mit Prof. Karl-Peter Hopfner (Genzentrum, 
Ludwig-Maximilians-Universität München) haben wir die FLT3-JM-PM-Mutationen auf die 
Struktur des FLT3-Proteins kartiert (Abb. 5.1, S. 83). Ausgehend von der Kristallstruktur ist 
es offensichtlich, dass diese Punktmutationen an einer Kern-Interaktionsstelle der JM-
Domäne mit dem Rest des Moleküls lokalisiert sind. Es scheint daher wahrscheinlich, dass 
diese Mutationen die Stablität der JM-Domäne in der autoinhibtorischen Konformation 


















Abb. 5.1  Kartierung der FLT3-JM-PM-Mutationen auf die Kristallstruktur des FLT3-Proteins. 
Abbildung aus (Reindl, 2006) 
 
Die Wirkung der FLT3-JM-PM unterstützt ein Modell, in dem sich die JM-Domäne im Falle 
einer Aktivierung der Kinase neu orientiert. Diese Umstrukturierung könnte normalerweise 
durch die Phosphorylierung der Tyrosinreste Y589 und Y591 gefördert werden, im Falle 
der aktivierenden Mutationen jedoch gleichermaßen durch eine Destabilisierung der 
autoinhibitorischen Konformation der JM-Domäne. Nach dieser Theorie könnten die 
Mutationen die Tyrosin-Phosphorylierung in der JM-Domäne und damit die gesamte 
Trans-Phosphorylierung und Aktivierung der Kinase begünstigen. 
 
5.1.3 Die JM-Domäne ist innerhalb der Klasse-III-RTKs hoch konserviert – Ein 
Vergleich mit Mutationsanalysen anderer RTKs dieser Familie 
 
Die JM-Domäne ist innerhalb der Mitglieder der Klasse-III-Rezeptor-Familie stark 
konserviert. Vor der Auflösung der FLT3-Kristallstruktur wurden verschiedene 
biochemische und Mutationsstudien durchgeführt, um die Funktion der JM-Domäne zu 
entschlüsseln. Eine Studie von Irusta und DiMaio untersuchte 1998 das erste Mal eine 
Punktmutation in der JM-Domäne einer Klasse-III-RTK (Irusta und DiMaio, 1998). Diese 
Gruppe konnte zeigen, dass die Substitution einer einzelnen Aminosäure, V536A, im 
murinen PDGFRβ zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors führt. Da diese Region 
innerhalb der Klasse-III-RTKs stark konserviert ist, analysierte Irusta et al. auch Alanin-




gleicher Weise aktivierten die folgenden Substitutionen die RTKs: V568A in humanem 
PDGFRβ, V561A in humanem PDGFRα, I552A in humanem FMS und V559A in humanem 
KIT. Sequenzhomologie-Analysen der JM-Domäne des murinen PDGFRβ, des humanen 
FMS und des humanen KIT ließen ein gemeinsames Motiv mit starker Ähnlichkeit zu WW-
Domänen erkennen, das auch in anderen Signaltransduktionsproteinen vorhanden ist. 
WW-Domänen vermitteln Protein-Protein-Interaktionen in dem sie an Prolin-reiche Motive 
in der Form PPXY binden (Macias, 2002). Eine Studie aus dem Jahr 2002 brachte 
weiteren Einblick in die Rolle der JM Domäne in der Rezeptoraktivierung. Irusta et al. 
führten eine systematische Mutationsanalyse der JM-Domäne des murinen PDGFRβ 
durch, indem jede einzelne Aminosäure von Position R529 bis W561, eine Sequenz die 
fast die gesamte JM-Domäne des PDGFRβ umfasst, zu Alanin mutiert wurde (Irusta, 
2002). Die mutanten Rezeptoren wurden in IL-3-abhängigen Ba/F3-Zellen exprimiert und 
die konstitutive Tyrosin-Phosphorylierung untersucht. Alanin-Substitutionen an ~ 25 % der 
Positionen der JM-Region führten zu IL-3-unabhängigem Wachstum in Ba/F3-Zellen und 
erhöhten signifikant die Rezeptor-Tyrosin-Phosphorylierung. Ein hypothetisches Modell 
der JM-Domäne aus einer kurzen α-helix, gefolgt von drei anti-parallelen β-Strängen (sehr 
ähnlich der bekannten WW-Domäne), zeigte eine auffällige Korrelation: Aktivierende 
Mutationen traten alle in zentralen Positionen des ersten und zweiten β-Strangs und 
entlang einer Seite des β-Faltblattes auf und nicht-aktivierende Mutationen befanden sich 
in den die Sekundärstrukturen verbindenden Polypeptidketten. Dieser Befund stützte die 
Hypothese, dass Mutationen aktivierend sind, die die Struktur der JM-Domäne stören. 
Weitere Bestätigung für die autoinhibitorische Funktion und Konformation der JM-Domäne 
in Klasse-III-RTKs wurden von Ma et al. erbracht (Ma, 1999). Diese Gruppe führte, ähnlich 
Irusta et al., ein Mutations-Screening in der JM-Domäne von KIT durch, indem elf 
aufeinander folgende Aminosäuren, beginnend bei M552 bis Ile-563, zu Alanin mutiert 
wurden. Alle Aminosäuren, die entlang der hydrophoben Seite einer möglichen 
amphipathischen α-Helix lokalisiert waren (Y553, W557, V559, V560), welche vermutlich 
engen Kontakt mit der Kinase-Domäne hat, waren kritische Stellen für eine autonome 
Rezeptoraktivierung. Dies wurde in einer Studie von Chan et al. bestätigt (Chan, 2003). 
Ein synthetisches Peptid, das die JM-Region umspannt,  konnte sich als autonome 
Domäne falten und direkt an die N-terminale Kinase-Region binden. Die Einführung einer 
V559/V560-Doppel-Deletion in das Peptid führte zu einer signifikant reduzierten Affinität 
der JM-Domäne zum ´N lobe´ der Kinase-Domäne und zeigte in kinetischen Studien eine 




Die in dieser Arbeit gezeigte Autophosphorylierung der Punktmutanten in der JM-Domäne 
von FLT3 (Abb. 4.6) ist übereinstimmend mit den Ergebnissen aus den oben 
beschriebenen Mutationsstudien von Irusta  und Ma et al., die homologe Positionen in KIT 
und  PDGFRβ untersuchten. Sowohl die V560A-Mutation in KIT als auch die V550A-
Mutation in PDGFRβ, die jeweils homolog zu V579A und V592A in FLT3 sind, resultierten 
in einer Autophosphorylierung des Rezeptors (Irusta, 2002; Ma, 1999). Die Mutationen von 
I537A und D551A in PDGFRβ, korrespondierend zu den FLT3-Positionen V579 und F594, 
zeigten, entsprechend den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen, eine starke bzw. 
schwache Autophosphorylierung (Irusta, 2002). 
Zusammenfassend weisen alle bisherigen Studien und die Ergebnisse der in dieser Arbeit 
durchgeführten Studie darauf hin, dass Mutationen in der JM-Domäne der Klasse-III-RTKs 
zu einer gestörten Sekundärstruktur und damit einer verminderten Bindungsaffinität an den 
´N lobe´ der Kinase-Domäne führen und so in einer erhöhten Autophosphorylierung und 
Kinaseaktivität des Rezeptors resultieren.  
 
5.1.4 Punktmutationen in der JM-Domäne von Klasse-III-RTKs treten auch in 
anderen malignen Erkrankungen  auf  
 
Eine Vielzahl maligner Erkrankungen mit aktivierenden Mutationen in der JM-Domäne des 
KIT-Rezeptors wurden beschrieben (Hirota, 1998; Kanakura, 1994; Kitayama, 1995; 
Longley, 2001; Nakahara, 1998; Nishida, 1998; Tsujimura, 1996). U.a. findet man in mehr 
als der Hälfte aller GIST verschiedene genetische Alterationen in KIT, einschließlich 
Deletionen, Insertionen und Substitutionen einzelner Aminosäuren, die in in vitro Modellen 
zur Transformation führen. Es wurden zwei mögliche ´Hot Spot´-Regionen, Kodons 550 – 
560 und 567 – 576, vorgeschlagen  (Corless, 2004; Lasota, 1999). Eine häufig betroffene 
Position ist KIT-V560. Diese Aminosäure ist homolog zu V579 in FLT3, die in einem AML-
Patienten mutiert gefunden und in dieser Arbeit funktionell charakterisiert wurde (FLT3-
V579A). Darüber hinaus ist die zweite Region, AS 567 – 576 in KIT, teilweise homolog zu 
FLT3 und beinhaltet alle anderen in AML-Patienten berichteten Punktmutationen (FLT3-
V592A, FLT3-F590GY591D, FLT3-F594L). In manchen Fällen von GIST, die negativ für 
KIT-Genmutationen waren, wurden aktivierende Mutationen im PDGFRα beschrieben, die 
in homologen Regionen der PDGFRα-JM-Domäne lokalisiert sind (Corless, 2004). Die 
Anhäufung dieser Mutationen in der JM-Domäne von sowohl KIT, PDGFRα als auch FLT3 
unterstreicht deren spezifische biologische Signifikanz. Für die GIST-Mutationen wurde 




und sie mit einem aggressiveren klinischen Fortschritt der Erkrankung verbunden sind 
(Singer, 2002; Taniguchi, 1999). Weitere Studien in der Zukunft müssen die prognostische 
Bedeutung der FLT3-JM-PM-Mutationen in der AML noch aufklären. 
Die Beispiele GIST und AML zeigen damit eindrücklich, dass Mutationen in der 
autoinhibitorischen JM-Domäne der Klasse-III-RTKs an der Pathogenese maligner 
Erkankungen beteiligt sind.  
 
 
5.2 Analyse des Phänotyps von onkogenen CBL-Deletionsmutanten in FLT3-
exprimierenden Zellen und das Vorkommen in der AML 
 
Die Entdeckung des zellulären CBL-Protoonkogens erfolgte 1989 durch die Identifikation 
des v-CBL-Onkogens in dem murinen transformierenden Cas NS-1-Retrovirus, der pre-B- 
und pro-B-Lymphome sowie gelegentlich akute Leukämien in Mäusen verursacht 
(Langdon, 1989a). Cas NS-1 entwickelte sich durch sequenzielle Rekombination mit 
endogenen retroviralen Sequenzen und dem zellulären CBL-Protoonkogen aus dem 
ecotropen Cas-Br-M-Virus, der ursprünglich aus einer kalifornischen Wildmaus isoliert 
wurde. Das entstandene 100-kDa gag-CBL-Fusionsprotein wurde als verantwortlich für die 
Transformation identifiziert und enthält die v-CBL-Sequenz (Langdon, 1989a). Bereits 
1989 wurde nachgewiesen, dass in verschiedenen murinen und humanen 
hämatopoetischen Tumor-Zelllinien neben der CBL-WT mRNA verschiedene kleinere 
Transkripte existieren (Langdon, 1989a), was darauf hinweist, dass Mutationen im CBL-
Gen in humanen Tumoren häufiger vorkommen könnten, als bisher angenommen. Neben 
v-CBL wurden bisher noch drei andere natürlich vorkommende CBL-Mutanten 
beschrieben: CBL-70Z (Andoniou, 1994; Blake, 1991), p95CBL (Bisson, 2002) und HUT-
CBL (Blake und Langdon, 1992). CBL-70Z wurde aus einer murinen pre-B-Lymphoma-
Zelllinie isoliert und als verantwortlich für die Tumorinduktion beschrieben (Andoniou, 
1994; Blake, 1991; Lovering, 1993). Eine Mutation in der genomischen DNA der 70Z/3-
Zellen an einer ´splice acceptor site´ verursacht ein aberrantes Splicing am nächsten AAG 
Kodon, der ersten ´AG´-Sequenz des Exons 8 (Andoniou, 1994). Dies führt zum Verlust 
von 51 Nukleotiden, jedoch nicht zu einer Verschiebung des Leserahmens. Eine weitere 
Deletionsmutante, p95CBL, wurde aus der murinen Retikulum Sarkoma-Zelllinie, J-774 
isoliert (Bisson, 2002). Das onkogene p95CBL trägt eine interne Deletion von 111 AS (Δ 
366 – 477), die an der gleichen AS wie CBL-70Z beginnt und zur Deletion von Exon 8 und 




Zelllinie wurden aus Mäusen etabliert, die einer Tumorinduktion durch Behandlung mit 
Karzinogenen unterzogen wurden (Bisson, 2002; Paige, 1978). Es ist möglich, dass p95 
CBL wie CBL-70Z das Ergebnis eines aberranten Splicings ist und diese ´splice acceptor 
site´ ein Hotspot für Mutationen in der murinen CBL-Sequenz darstellt. Alternativ könnte 
p95CBL das Produkt einer genomischen Deletion sein, was für die Präsenz einer 
Mutations-sensitiven Region innerhalb des cbl-Lokus spricht. In der humanen T-Lymphom-
Zelllinie HUT78 wurde ein trunkiertes CBL-Protein identifizert, das durch eine genetische 
Relokalisaion des cbl-Lokus versursacht wird und nicht-transformierend ist (Blake und 
Langdon, 1992). HUT-CBL kodiert für die ersten 655 AS des CBL-WT, somit fehlt der 
größte Teil des C-Terminus inklusive Leuzin-Zipper-Domäne und Teile der Prolin-reichen 
Region. 
 
5.2.1 CBL-70Z und v-CBL transformieren FLT3-exprimierende Ba/F3-Zellen 
 
Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit war es, zu klären, ob CBL in die FLT3-nachgeordnete 
Signaltransduktion involviert ist und Mutationen in CBL zu einer Verminderung oder einem 
Verlust der Negativ-Regulation der FLT3-Rezeptoraktivität und damit zur Transformation 
FLT3-exprimierender Zellen führen können.  
Die FL-Stimulierung von FLT3-WT-exprimierenden Ba/F3-Zellen führte zu einer starken 
Phosphorylierung des endogenen CBL-Proteins. Die Koexpression der CBL-
Deletionsmutanten CBL-70Z oder v-CBL mit FLT3 führte zu IL-3-unabhängigem 
Wachstum in Ba/F3-Zellen und zu einer Hyperproliferation nach FL-Stimulierung im 
Vergleich zu FLT3-WT und FLT3-WT/CBL-WT-Zellen. Die Behandlung der FLT3-WT/CBL-
mutanten Zellen mit den selektiven FLT3-PTK-Inhibitoren SU5614 und PKC412 konnte die 
Proliferation vollständig aufheben. Durch spezifische Inhibitoren der PI3K und mTOR-
Kinase, jedoch nicht der SRC-Kinasen und MAPK, wurde die FL-induzierte 
Hyperproliferation der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen signifikant, jedoch 
nicht vollständig gehemmt. Die FLT3-Rezeptoren und der FLT3-nachgeordnete STAT5-
Signalweg waren in FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen konstitutiv aktiv und 
FL-Stimulierung führte zu einer Hyperaktivierung des STAT5- und AKT-Signalwegs im 
Vergleich zu FLT3-WT und FLT3-WT/CBL-WT-Zellen. Die Einführung der ´loss-of-
function´-Mutation G306E in v-CBL reduzierte signifikant sowohl die IL-3-unabhängige und 
FL-abhängige Proliferation als auch die Aktivierung von STAT5 und AKT in FLT3-WT/v-




Y599F in Ba/F3-Zellen führte zu einer starken Verminderung der Aktivierung des 
endogenen CBL nach FL-Stimulierung im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen.  
Genetische Studien in C. elegans mit dem CBL-homologen Protein SLI-1 und der EGFR 
homologen RTK LET-23 lieferten erste Hinweise, dass CBL-Proteine Negativ-Regulatoren 
von PTK-Signalwegen in Zellen sind (Jongeward, 1995; Yoon, 1995). Studien in 
Drosophila, bei denen D-CBL den EGFR-Signalweg negativ reguliert und damit die 
Entwicklung der R7-Photorezeptor-Zellen beeinflusst, bestätigten diese Beobachtung 
(Meisner, 1997). Die Funktion der CBL-Protein-Familie ist in Säugetierzellen konserviert 
(Keane, 1999). So wurde 1995 von Galisteo et. al. gezeigt, dass CBL direkt an den 
Tyrosin-phosphorylierten EGFR bindet und nach EGF-Stimulierung phosphoryliert wird 
(Galisteo, 1995). CBL ist ein frühes und prominentes Substrat der Tyrosin-
Phosphorylierung in der Signalübertragung nach Aktivierung zahlreicher Zelloberflächen-
Rezeptoren, u.a. ´T-cell receptor´ (TCR), ´B-cell receptor´ (BCR) (Cory, 1995; Donovan, 
1994), ´granulocyte-macrophage colony-stimulating factor´ (GM-CSFR), ´erythropoietin 
receptor´ (EpoR) und IL-3-Rezeptor (Barber, 1997; Odai, 1995), EGFR (Bowtell und 
Langdon, 1995; Galisteo, 1995) und die Klasse-III-RTKs PDGFR, FMS und KIT (Rohde, 
2004; Tanaka, 1995; Wang, 1996; Zeng, 2005) (Review in: (Lupher, 1998)). Für eine 
Funktion von CBL in der FLT3-nachgeordneten Signaltransduktion gab es bisher nur 
wenige Hinweise. Lavagna-Sevenier et al untersuchte verschiedene humane 
hämatopoetische Zelllinien, die enodgenes FLT3 exprimieren, auf die Tyrosin-
Phosphorylierung unterschiedlicher Proteine nach FL-Behandlung und konnte in 
myeloischen Zellen eine CBL-Phosphorylierung detektieren (Lavagna-Sevenier, 1998). 
Tse et. al. detektierte phosphoryliertes CBL nach Aktivierung eines artifziellen TEL/FLT3-
Fusionsrezeptors, der die intrazelluläre Domäne von FLT3 enthält (Tse, 2000). In dieser 
Arbeit konnte eindeutig belegt werden, dass in FLT3-WT-infizierten Ba/F3-Zellen im 
Gegensatz zu nativen Zellen, die kein endogenes FLT3 exprimieren, nach FL-Stimulierung 
eine starke Aktivierung von CBL erfolgt. CBL scheint daher in der Signaltransduktion von 
FLT3 eine bedeutende Rolle zu spielen. 
Andoniou et. al. untersuchten den Phänotyp der CBL-70Z- und v-CBL-Mutanten in 
NIH3T3-Fibroblasten und konnten zeigen, dass beide Deletionsmutanten im Gegensatz zu 
überexprimiertem CBL-WT zur morphologischen Transformation, Koloniebildung in Soft-
Agar-Assays und Tumorinduktion in Nacktmäusen führen (Andoniou, 1994). Das 
onkogene Potential von CBL-70Z war im Vergleich zu v-CBL größer (Andoniou, 1994). 




der Kontaktinhibition, jedoch Wachstumsfaktor-abhängiges Wachstum für CBL-70Z 
transfizierte NIH3T3-Zellen beschrieb (Ojaniemi, 1998).  
Die Koexpression von CBL-70Z und v-CBL mit FLT3, jedoch nicht die Koexpression von 
CBL-WT und CBL-655 mit FLT3, sowie die Expression eines CBL-Konstrukts alleine führte 
zu IL-3-unabhängigem Wachstum und Hyperproliferation nach FL-Stimulierung. Damit 
waren FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-, jedoch nicht FLT3-WT/CBL-655- -
exprimierende Ba/F3-Zellen transformiert, wobei CBL-70Z-Zellen eine etwas höhere 
Proliferationsrate aufwiesen als v-CBL-Zellen. In Übereinstimmung mit den Experimenten 
von Andoniou et. al. und Blake et. al. kommt es durch Überexpression von CBL-WT und 
CBL-655, das dem aus der HUT78-Zelllinie isolierten HUT-CBL entspricht, zu keiner 
Transformation (Andoniou, 1994; Blake und Langdon, 1992). Zur Aktivierung des 
onkogenen Potentials von CBL durch Mutationen ist nach einer Studie von Thien et al, der 
eine Reihe artifizieller CBL-Mutanten untersuchte, das entscheidende Ereignis die 
Entfernung von zusätzlichen AS in der Linker-Region N-terminal zum RING-Finger, was 
bei CBL-70Z und v-CBL, jedoch nicht bei CBL-655, der Fall ist (Thien, 2001).  
Die Behandlung der Zellen mit den selektiven FLT3-Inhibitoren SU5614 und PKC412 
konnte die IL-3-unabhängige (Daten nicht gezeigt) und die FL-abhängige Proliferation der 
FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen vollständig unterbinden. Damit wurde 
eindeutig belegt, dass die Transformation durch den FLT3-Rezeptor vermittelt wird. Dies 
ist übereinstimmend mit den Ergebnissen aus den Proliferationsexperimenten, in denen 
die Überexpression von CBL-70Z und v-CBL alleine nicht ausreicht, um eine 
Transformation zu induzieren. 
Zur Evaluierung, welche Signalproteine an der von FLT3-vermittelten Transformation in 
den FLT3-WT/CBL-mutanten Zellen beteiligt sind, haben wir Proliferationsexperimente in 
Anwesenheit spezifischer Inhibitoren durchgeführt. Eine signifikante Hemmung der FL-
abhängigen Proliferation der FLT3-WT/CBL-mutanten Zellen wurde mit nicht-zytotoxischen 
Konzentrationen des PI3K-Inhibitor LY294002 und des mTOR-Inhibitors Rapamycin 
erzielt. Damit scheint die Aktivierung des PI3K-Signalweges wesentlich an der FL-
induzierten Hyperproliferation der FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen beteiligt 
zu sein. PI3K und die nachgeordneten Kinasen AKT und mTOR regulieren wichtige 
zelluläre Prozesse, wie Zellproliferation, -wachstum und Apoptose in Säugetieren. 
Mutationen der Komponenten dieses Signalweges sind in zahlreichen malignen 
Erkrankungen gefunden worden (Vivanco und Sawyers, 2002). Der PI3K/AKT-Signalweg 
ist ein wichtiger Signaltransduktionsweg downstream von FLT3 (Stirewalt und Radich, 




nicht nachgewiesen, jedoch bildet FLT3 Komplexe unter Beteiligung mehrerer Proteine wie 
GRB2, GAB2, SHIP, SHP2 und CBL, die p85 aktivieren (Zhang und Broxmeyer, 2000). 
Die Assoziation von CBL mit der p85-Untereinheit der PI3K konnte mehrfach gezeigt 
werden, u.a. in BCR/ABL-transformierten Zellen, in denen sich ein multimerer Komplex mit 
Signalproteinen aus CBL, PI3K, c-CRK und CRKL formt (Miura, 2003; Ren, 2005; Sattler, 
1996; Standaert, 2004). Es ist daher ein Mechanismus denkbar, dass die Überexpression 
von CBL-70Z und v-CBL zu einer verstärkten Aktivierung der PI3K führt und im 
Zusammenspiel mit FLT3 der AKT-Signalweg übermäßig aktiviert wird. 
Interessanterweise haben der MAPK-Inhibitor PD980559 und der SRC-Kinasen-Inhibitor 
SU6656 keine anti-proliferative Wirkung auf die FLT3-WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-
Zellen. Die beiden Kinasen sind damit nicht substantiell am transformierenden Phänotyp 
beteiligt, obwohl sie in FLT3-nachgeordnete Signalwege involviert sind (Hayakawa, 2000; 
Robinson, 2005; Spiekermann, 2003a). SRC-Kinasen sind bekannte Interaktionspartner 
von CBL (Hunter, 1999; Kim, 2004) und für den EGFR wurde beschrieben, dass die 
Inhibition der SRC-Kinasen mit PP1 die Phosphorylierung von CBL blockiert 
(Kassenbrock, 2002). Eine Kooperation zwischen SRC und CBL bei der PDGFR-
Downregulierung nach PDGF-Stimulierung, deren Störung zu einer verstärkten 
Proliferation führt, wurde beschrieben (Rosenkranz, 2000). Obwohl vor kurzem SRC-
Kinasen als direkte Interaktionspartner des FLT3-Rezepetors beschrieben wurden (Heiss, 
2006), sind SRC-Kinasen entsprechend unseren Erkenntnissen nicht an der FL-
induzierten Proliferation des FLT3-Rezeptors beteiligt. Die Behandlung mit SU6656 hatte 
keinen Einfluss auf die FL-induzierte Proliferation der FLT3-WT-Zellen (Daten nicht 
gezeigt) ebenso wie die Proliferation der FLT3-WT/CBL-mutanten Zellen.  
In Einklang mit der Wachstumsfaktor-unabhängigen Proliferation der FLT3-WT/CBL-70Z- 
und FLT3-WT/v-CBL-Zellen konnten wir in beiden Zelllinien im Gegensatz zu den 
Kontrollzellen eine konstitutive Tyrosinphosphorylierung der FLT3-Rezeptoren 
nachweisen. Durch Einsatz von MG-132, das den proteasomalen Proteinabbau inhibiert, 
konnte noch deutlicher gezeigt werden, dass die Rate phosphorylierter FLT3-Rezeptoren 
zur Gesamtmenge an vorhandenen FLT3-Rezeptoren in FLT3-WT/CBL-mutanten Zellen 
höher ist als in Kontrollzellen. Der Effekt des proteasomalen Inhbititors auf die 
Stabilisierung der phosphorylierten Form des Rezeptors ist aus Studien mit dem EGFR 
bekannt und ist kein Nachweis, dass der Abbau des FLT3-Rezeptors im Proteasom 
erfolgt. Vielmehr ist im Falle des EGFR und auch anderer Rezeptoren die lysosomale 
Degradierung von der proteasomalen Aktivität abhängig (Carpenter und Cohen, 1976; 




Der FLT3-nachgeordnete Signalweg STAT5, der als wichtigster pro-proliferativer 
Signalweg gilt, war in FLT3-WT/CBL-mutanten Zellen konstitutiv aktiv.  Nach FL-
Stimulierung wurde eine Hyperaktivierung des STAT5- und PI3K/AKT-Signalweges 
beobachtet und dies korreliert mit der Hyperproliferation der FLT3-WT/CBL-70Z- und 
FLT3-WT/v-CBL-Zellen. Die Inhibitoren des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs können die 
Proliferation der FLT3-WT/CBL-mutanten-Zellen daher signifikant, jedoch nicht vollständig 
hemmen. 
Um mögliche Interaktionsstellen von CBL und FLT3 zu untersuchen, haben wir in beiden 
Molekülen Aminosäuren mutiert, die eine Interaktion vermitteln könnten.  CBL kann über 
die TKB-Domäne oder über Adaptorproteine wie GRB2, die eine Bindung über die 
Prolinreiche-Region vermitteln, an phophorylierte Tyrosinreste der Rezeptoren binden. Die 
Einführung der SLI-1-homologen ´loss-of-function´ Mutation in CBL, G306E, zielt auf eine 
Schlüsselstruktur in der TKB Domäne, die variante SH2-Region, von CBL ab, die eine 
phosphorylierungs-abhängige Bindung an RTKs und PTKs vermittelt (Jongeward, 1995; 
Meng, 1999; Yoon, 1995). Für den EGFR und PDGFR konnte eine vollständige Aufhebung 
der Bindung von v-CBLG306E an den Rezeptor nachgewiesen werden (Bonita, 1997; 
Thien und Langdon, 1997a). Der Proliferationsversuch mit FLT3-WT/v-CBL- und FLT3-
WT/v-CBLG306E-Zellen zeigt deutlich, dass das transformierende Potential der FLT3-
WT/v-CBL-Zellen sensitiv gegenüber der G306E-Mutation ist, da diese Punktmutation die 
Proliferationsrate nach IL-3-Entzug und in Abhängigkeit von FL siginifikant verringert sowie 
die Aktivierung von STAT5 und AKT reduziert. Die Wirkung der G306E-Mutation in CBL-
70Z bezüglich der Proliferationsrate der FLT3-WT/CBL-70Z-Zellen muss noch evaluiert 
werden.  
Die Tyrosine der JM-Domäne der RTKs der Klasse III vermitteln wichtige Protein-Protein-
Interaktionen für die Signaltransduktion dieser Rezeptoren. Vor kurzem wurden SRC-
Kinasen und SHP2 als direkte Interaktionspartner mit den Tyrosinen Y589 und Y599 des 
FLT3-Rezeptors identifiziert (Heiss, 2006). Die Mutation dieser in vivo 
Autophosphorylierungsstellen in der JM-Domäne des FLT3-Rezeptors zu Phenylalanin, 
Y589F und Y599F, und Expression der mutanten Rezeptoren in Ba/F3-Zellen führte in 
unseren Experimenten zu einer drastischen Reduktion der CBL-Phosphorylierung nach 
FL-Stimulierung im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen. Damit wird belegt, dass CBL entweder 
direkt oder indirekt über Adaptorproteine wie z.B. GRB2 mit dem FLT3-Rezeptor 
interagiert. Ein ähnlicher Effekt wurde durch Mutation der Tyrosine Y568 und Y570 in KIT 
und Y572 und Y574 in PDGFRα erzielt (Rosenkranz, 2000; Zeng, 2005) und lässt den 




Domäne innerhalb der RTKs der Klasse III konserviert ist. Die Mutation einzelner Tyrosine 
der JM-Domäne führte im Falle von KIT und PDGFRα, sowie auch in dieser Studie, nicht 
zur vollständigen Aufhebung der CBL-Phosphorylierung. Für den FMS wurde eine 
Interaktion über ein Tyrosin der JM-Domäne, Y599 (Rohde, 2004), sowie eine Bindung an 
ein C-terminales Tyrosin, Y973, beschrieben (Wilhelmsen, 2002). Auch für KIT wurde vor 
kurzem eine zusätzliche Interaktionsstelle im C-Terminus, Y936, identifiziert (Masson, 
2006). Daher scheint es wahrscheinlich, dass CBL an mehrere Regionen des FLT3-
Rezeptors binden kann und möglicherweise Tyrosine in der C-terminalen Region beteiligt 
sind.  
Der Phänotyp der FLT3-Y589F und FLT3-Y599F-Zellen muss noch untersucht werden, 
jedoch ist die Aufhebung der CBL-Bindung durch onkogene Mutationen in anderen 
Wachstumsfaktor-Rezeptoren als kritisches Ereignis für eine Transformation beschrieben 
worden. HGFR wird von CBL ubiquitiniert und negativ reguliert (Peschard, 2001). Dem 
onkogenen durch eine chromosomale Translokation entstandenen TPR-HGFR fehlt die 
CBL-Bindungsstelle. Der Rezeptor ist konstitutiv aktiv, wird nicht mehr ubiquitiniert und 
induziert so eine Transformation von Zellen (Peschard, 2001). Die Mutation der CBL-
Bindungsstelle des HGFR-Rezeptors reicht aus, um eine Liganden-unabhängige, 
onkogene Aktivierung des HGFR zu verursachen (Peschard, 2001). FMS wird auch von 
CBL ubiquitiniert (Mancini, 2002) und die onkogene Form, v-Fms, ist um ein C-terminales 
Tyrosin (Y977) deletiert, das die Bindungsstelle für CBL ist (Mancini, 2002). 
Interessanterweise wurden auch Punktmutationen der CBL-Bindungsstelle in FMS in 
Patienten mit Myelodysplasie und AML gefunden (Baker, 1995; Ridge, 1990), so dass die 
Aufhebung der CBL-vermittelten Negativregulation ein häufiger Mechanismus der 
Transformation zu sein scheint (Peschard und Park, 2003).  
Die Rezeptor-Downregulierung der RTKs beinhaltet die Liganden-induzierte Endozytose 
der aktivierten RTKs und die anschließende Degradierung der Proteine über den 
lysosomalen oder proteasomalen Abbauweg. Die Interaktion von CBL mit dem 
Adaptorprotein CIN85, das wiederum mit Endophilin komplexiert ist, fördert die RTK-
Endozytose (Soubeyran, 2002). Für EGFR und HGFR wurde die Notwendigkeit der 
Bildung des CBL/CIN85/Endophilin-Komplexes für die Beschleunigung der Endozytose 
und damit die Abschwächung des Rezeptorsignals gezeigt (Dikic, 2003; Petrelli, 2002; 
Soubeyran, 2002). Eine CIN85-trunkierte Mutante konnte nicht mit CBL assoziieren und 
verringerte die Rate der EGFR-Internalisierung, so dass die CBL-Adaptorfunktion 
zwischen EGFR und CIN85 als essentiell angesehen wird (Soubeyran, 2002). Die gleichen 




wurde der FMS langsamer internalisiert (Lee, 1999). Die Überexpression von CBL führte 
zu einer verstärkten Endozytose des EGFR in CHO-Zellen (Levkowitz, 1999) und 
beschleunigte die Liganden-induzierte Internalisierung des PDGFR in NIH3T3-Zellen 
(Miyake, 1998). In den von uns durchgeführten Internalisierungsversuchen wurde der 
FLT3-Rezeptor in FLT3-WT und FLT3-WT/CBL-WT-koexprimierenden Zellen mit gleicher 
Internalisierungsrate und –geschwindigkeit internalisiert (Daten nicht gezeigt). 
Möglicherweise sind dafür die hohen endogenen CBL-Proteinmengen in Ba/F3-Zellen 
verantwortlich, so dass eine Überexpression keinen weiteren Effekt zeigt. Auch die 
Überexpression der CBL-70Z-Mutante veränderte die Internalisierungsrate und –
geschwindigkeit nicht. Dies stimmt überein mit der Beobachtung, dass CBL-70Z ebenso 
wie CBL-WT den EGFR und CIN85 rekrutieren kann (Soubeyran, 2002). Allerdings wurde 
im Widerspruch zu den hier gezeigten Ergebnissen eine reduzierte, jedoch nicht 
vollständig aufgehobene EGFR-Endozytose in Anwesenheit von CBL-70Z im Vergleich zu 
CBL-WT in CHO-Zellen beschrieben (de Melker, 2004). Mittels Immunohistochemistrie 
konnte in einer Studie von Jiang et. al. die genaue Lokalisation des EGFR nach 
Rezeptoraktivierung in CBL-WT- und CBL-mutanten-exprimierenden Zellen untersucht 
werden. CBL-70Z inhibierte nicht die Rekrutierung des EGFR in die ummantelten 
Einstülpungen der Membran. Jedoch verblieben die Rezeptoren in CBL-70Z-Zellen im 
Gegensatz zu den CBL-WT-Zellen in den Einstülpungen, also verhinderten sie die späten 
Schritte der Vesikel-Bildung. Da in unserem Assay nur ein Verschwinden der FLT3-
Rezeptoren von der Zelloberfläche detektiert werden konnte, könnte dies die beobachteten 
Unterschiede erklären (Jiang und Sorkin, 2003).  
Als die entscheidende Funktion von CBL in der Negativ-Regulation der Rezeptoren wird 
jedoch die E3-Ligase-Aktivität und die damit verbundene Ubiquitinierung der Rezeptoren 
durch CBL angesehen. Die EGFR-Ubiquitinierung findet an der Zelloberfläche statt, ist 
jedoch nicht essentiell für die Rezeptor-Endozytose (de Melker, 2001; Longva, 2002), 
sondern für den Transfer des EGFR in frühe Endosomen und für die CBL-induzierte 
Degradierung der Rezeptoren (Duan, 2003; Longva, 2002). Mittels CBL -/- Fibroblasten 
konnte gezeigt werden, dass die Liganden-induzierte Ubiquitinierung des EGFR durch 
CBL notwendig für eine wirksame Degradierung des EGFR ist (Duan, 2003). Die CBL-
Überexpression verstärkte die Rezeptor-Downregulierung, d.h. eine beschleunigte 
Dephosphorylierung und eine Reduktion der Rezeptor-Proteinmenge, unterschiedlicher 





Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von CBL-WT die 
Dephosphorylierung und Degradierung des FLT3-Rezeptors in FLT3-WT-exprimierenden 
Zellen beschleunigt. Die Funktion von CBL scheint daher innerhalb der Rezeptoren-
Familie und insbesondere innerhalb der RTKs der Klasse III stark konserviert. In 
weiterführenden Versuchen muss noch untersucht werden, ob der FLT3-Rezeptor von 
CBL ubiquitiniert wird.  
Die Koexpression von CBL-70Z oder v-CBL verstärkt, im Gegensatz zu CBL-WT, nicht die 
Rezeptor-Downregulierung des ErbB1-Rezeptors und dessen Ubiquitinierung (Levkowitz, 
1998). Da im Falle des ErbB1-Rezeptors die Internalisierungsrate durch die Koexpression 
von CBL-WT nicht beeinflusst wurde, wurde postuliert, dass CBL an den späten Schritten 
der Endozytose und weniger an der Initiierung beteiligt ist. In v-CBL-exprimierenden Zellen 
wurden die internalisierten Rezeptoren im Vergleich zu CBL-WT-Zellen vermehrt recycelt 
(Levkowitz, 1999; Levkowitz, 1998) In einer Studie von Thien et. al. wurde gezeigt, dass 
CBL-70Z den EGFR nicht ubiquitinieren kann und damit die Rezeptor-Downregulierung 
verhindert, der Rezeptor jedoch nach Liganden-Stimulierung in intrazelluläre Vesikel 
internalisiert wird. Die Rate der initialen Internalisierung korrelierte nicht mit der Fähigkeit 
überexprimierter CBL-Mutanten, die Downregulierung des EGFR zu inhibieren (Thien, 
2001). Diese Ergebnisse unterstützen die These, dass CBL eine Rolle in der 
Ubiquitinierung der Rezeptoren in den späten Schritten der Endozytose einnimmt und 
daher die initiale Internalisierung nicht beeinflusst. Dies ist konsistent mit unseren 
Ergebnissen, in denen CBL-70Z keinen Einfluss auf die Endozytose der FLT3-Rezeptoren 
hat. In nachfolgenden Experimenten muss analysiert werden, ob die Expression von CBL-
70Z und v-CBL möglicherweise die Ubiquitinierung der FLT3-Rezeptoren in den FLT3-
WT/CBL-70Z- und FLT3-WT/v-CBL-Zellen blockiert und so eine Degradierung von FLT3 
verhindert.   
Mittels artifizieller Mutanten von CBL wurde demonstriert, dass die Transformation durch 
CBL nicht durch eine Störung der Ubiquitinierungs-Fähigkeit zustande kommt. Die 
Deletion von Y368 in CBL weist bei Koexpression mit EGFR onkogenes Potential auf, 
jedoch kann CBLΔ368 den EGFR noch ubiquitinieren (Joazeiro, 1999). Die Substitution 
von Y371 durch Phenylalanin ist nicht transformierend (Andoniou, 1994), obwohl die 
Mutante nicht in der Lage ist, die EGFR-Ubiquitinierung und Degradierung zu fördern 
(Levkowitz, 1999). Die Kristallstruktur der TKB-Domäne von CBL im Komplex mit dem E2-
Enzym UbcH7 konnte zeigen, dass die Linker-Domäne in engem Kontakt mit sowohl der 
TKB-Domäne als auch dem rekrutierten UbcH7-Molekül steht (Zheng, 2000). Damit 




sein und ihre Zerstörung das entscheidende zur Transformation führende Ereignis (Thien, 
2001).  
Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass CBL-70Z und v-CBL als dominant-negative 
Moleküle agieren indem sie mit CBL-WT um Bindungsstellen an aktivierten RTKs 
konkurrieren. Damit wird die negativ-regulatorische Funktion des CBL-WT blockiert und 
dies führt zur Transformation. Tatsächlich gibt es Hinweise, dass die v-CBL induzierte 
Transformation abhängig ist von einer hohen Expression des Proteins (Thien und 
Langdon, 1997b). Darüberhinaus ist v-CBLG306E, das nicht an aktivierte PTKs und RTKs 
binden kann, nicht transformierend (Bonita, 1997; Thien und Langdon, 1997a). Dagegen 
scheint die Transformation von CBL-70Z auch einen positiven Mechanismus durch 
Interaktion mit anderen CBL-Partnern zu beinhalten. Das Protein zeigt einen signifikant 
erhöhten Level an Tyrosin-Phosphorylierung unter Konditionen mit minimaler 
Wachstumsfaktor-Stimulierung und ist fähig, Fibroblasten mit Proteinmengen zu 
transformieren, bei denen v-CBL-Transformation noch nicht auftritt (Andoniou, 1994; 
Bowtell und Langdon, 1995). Die Transformation von NIH3T3-Fibroblasten mit CBL-70Z 
führte zu einer signifikanten Erhöhung der Tyrosin-phosphorylierten endogenen zellulären 
Substrate und einer konstitutiven Rekrutierung von nachgeordneten Signalproteinen zum 
hyperphosphorylierten PDGFR (Bonita, 1997). 
Zusammenfassend haben wir einen neuen Mechanismus der Transformation beschrieben, 
der durch die RTK FLT3 vermittelt wird. Die Koexpression von CBL-70Z und v-CBL führte 
zu einem transformierenden Phänotyp in Ba/F3-Zellen, der durch eine erhöhte 
Tyrosinkinase-Aktivität des FLT3-Rezeptors und die Hyperaktivierung nachgeordneter 
Signalwege entsteht. Der Mechanismus der Transformation der CBL-mutanten FLT3-
exprimierenden Zellen ist noch nicht abschließend geklärt. Jedoch konnten wir zeigen, 
dass die Endozytose der aktivierten FLT3-Rezeptoren durch CBL-70Z nicht verändert 
wird. Es bleibt jedoch zu untersuchen, ob die FLT3-Degradation, die durch CBL-WT 
beschleunigt wird, durch CBL-70Z und v-CBL verzögert oder verhindert wird und es zu 
einer aberranten Aufrechterhaltung der RTK-Aktivität kommt. 
 
5.2.2 CBL-Deletionsmutanten könnten an der Pathogenese der AML beteiligt sein 
 
Alle bisher gefundenen CBL-Mutationen wurden durch eine Tumorinduktion in Mäusen 
generiert. Vor kurzem wurde über ein verkürztes CBL-Transkript in der humanen AML-




Wir konnten in dieser Studie zeigen, dass die AML-Zelllinien MOLM-13 und MOLM-14 ein 
um 132 Nukleotide deletiertes CBL-Transkript exprimieren, das durch eine Deletion von 14 
Nukleotiden an der Exon 8 – Intron 8-Grenze der genomischen DNA entsteht. Es resultiert 
ein aberrantes RNA-Splicing, das zum Verlust von Exon 8 führt. 
Dies stellt die erste gefundene, nicht artifiziell induzierte humane CBL-Deletionsmutante 
dar. Es ist anzunehmen, dass diese CBL-Deletionsmutante transformierend ist, da wie in 
CBL-70Z Exon 8 deletiert ist, das für Teile der Linker- und RING-Finger-Domäne kodiert. 
Allerdings muss dies in weiteren Experimenten belegt werden.  
Damit wird zum ersten Mal beschrieben, dass CBL-Mutanten in Patienten mit AML 
vorkommen können. Das von uns durchgeführte Screening von AML-Patientenproben mit 
normalem Karyotyp auf Deletionsmutanten in der Region Exon 7 bis 9, die die Linker- und 
RING-Finger-Domäne umfasst, konnte keinen Patienten mit einer derartigen Mutation 
detektieren. Doch sind weitere Screenings anderer Subgruppen der AML oder anderer 
maligner hämatologischer Erkrankungen wie z.B. Lymphome notwendig, um die 
Signifikanz der CBL-Mutationen in Neoplasien zu evaluieren. Es ist jedoch davon 
auszugehen, dass Alterationen in CBL zur Progression verschiedener maligner 












Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Klasse aktivierender Mutationen, 
Punktmutationen in der JM-Domäne von FLT3, FLT3-JM-PM, identifiziert und funktionell 
charakterisiert. Eine Therapie mit FLT3-PTK-Inhibitoren, die in klinischen Studien der 
Phase II mit FLT3-ITD- und FLT3-TKD-positiven Patienten erste Erfolge zeigten, könnte 
ebenso für diese neue Subgruppe von Patienten ein vielversprechender Therapieansatz 
sein. Die Aufnahme eines Screenings auf FLT3-JM-PM in die Routine der 
Leukämiediagnostik erscheint sinnvoll, auch um in zukünftigen Studien die prognostische 
Bedeutung dieser Mutationen zu evaluieren. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit haben wir einen ersten Hinweis für eine aberrante CBL-
Funktion in akuten Leukämien erbracht. Um zu evaluieren, ob CBL eine Rolle in der 
Pathogenese der AML oder anderer maligner hämatopoetischer Erkrankungen spielt, ist 
geplant ein großes Patientenkollektiv auf Mutationen in der kritischen Linker- und RING-
Finger-Domäne durch Sequenzierung zu analysieren. Darüberhinaus werden wir, um den 
Mechanismus der durch CBL-70Z und v-CBL induzierten Transformation in FLT3-
exprimierenden Zellen zu klären, analysieren, ob die Überexpression von CBL-70Z und v-
CBL einen Einfluss auf die FLT3-Dephosphorylierung und Degradierung hat. Weiterhin 
werden wir untersuchen, ob CBL, eventuell durch eine direkte Bindung an FLT3, die für die 
Ubiquitinierung verantwortliche E3-Ligase des FLT3-Rezeptors ist. In diesem Falle wäre 
anzunehmen, dass die Ubiquitinierungs-unfähigen Deletionsmutanten den Rezeptor nicht 
für die Degradierung markieren könnten und so eine aberrante Aufrechterhaltung der 
Rezeptoraktivität resultiert.  
Die Identifikation und Charakterisierung dieser Mutationen hat unmittelbare therapeutsiche 
Konsequenzen. Da die Transformation durch CBL-Deletionsmutanten FLT3-abhängig ist, 






In der akuten myeloischen Leukämie (AML) sind zwei Cluster aktivierender Mutationen im 
´FMS-like tyrosine kinase-3´ (FLT3)-Gen bekannt: FLT3-´internal tandem duplications´ 
(FLT3-ITD) in der juxtamembranösen (JM)-Domäne in 20 - 25 % der Patienten und FLT3-
Punktmutationen in der Tyrosinkinasedomäne (FLT3-TKD) in 7 – 10 % der Patienten. In 
dieser Studie haben wir eine neue Klasse aktivierender Punktmutationen (PM) 
charakterisiert, die in einem 16-Aminosäuren-Abschnitt der JM-Domäne von FLT3 (FLT3-
JM-PM) lokalisiert sind. Die Expression von vier FLT3-JM-PM in IL-3-abhängigen Ba/F3-
Zellen führte zu wachstumsfaktor-unabhängigem Wachstum, Hyperproliferation in 
Gegenwart von FL und Resistenz gegenüber apoptotischem Zelltod. FLT3-JM-PM-
Rezeptoren waren autophosphoryliert und zeigten verglichen mit FLT3-WT-Rezeptoren 
eine höhere konstitutive Dimerisierungsrate. Als einen molekularen Mechanismus konnten 
wir die Aktivierung von STAT5 und eine erhöhte Expression von Bcl-x(L) in allen FLT3-JM-
PM-exprimierenden Zellen im Vergleich zu FLT3-WT-Zellen zeigen. Der FLT3-Inhibitor 
PKC412 inhibierte das wachstumsfaktor-unabhängige Wachstum der FLT3-JM-PM-Zellen. 
Verglichen mit FLT3-ITD- und FLT3-TKD-Zellen, zeigten die FLT3-JM-PM-Zellen ein 
schwächeres Transformationspotential, verbunden mit geringerer Autophosphorylierung 
des Rezeptors und dessen nachgeordneten Ziel-Protein STAT5. 
Die Kartierung der FLT3-JM-PM auf die Kristallstruktur des FLT3-Proteins zeigte, dass 
diese Punktmutationen wahrscheinlich die Stabilität der autoinhibitorischen JM-Domäne 
reduzieren. Dies liefert eine strukturelle Erklärung für das transformierende Potential 
dieser neuen Klasse aktivierender Mutationen von FLT3. 
 
Die defekte Negativ-Regulation aktivierter Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) ist ein 
bekannter Mechanismus der Onkogenese. Die RTK FLT3 wird in frühen myeloischen und 
lymphoiden Progenitorzellen exprimiert und ist an der Pathogenese der AML beteiligt. Das 
´Casitas B-lineage lymphoma´ (CBL)-Protein ist in der Evolution stark konserviert und 
übernimmt wichtige Funktionen in der Negativ-Regulation der Signalübertragung 
verschiedener Zelloberflächenrezeptoren. Zwei CBL-Deletionsmutanten, die in vitro 
Fibroblasten transformieren, wurden aus murinen Retroviren isoliert, die Vorläufer-B-
Zelllymphome induzieren. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CBL nach FL-Stimulierung von FLT3-WT-
exprimierenden Ba/F3-Zellen phosphoryliert wird und damit in die FLT3-nachgeordnete 




oder v-CBL mit FLT3 führt zur Transformation von Ba/F3-Zellen. Das transformierende 
Potential wird durch den FLT3-Rezeptor vermittelt, da die selektiven FLT3-PTK-Inhibitoren 
SU5614 und PKC412 die Proliferation der FLT3-WT/CBL-mutanten-Zellen vollständig 
aufheben. Die Aktivierung des PI3K/mTOR/AKT-Signalweges, jedoch nicht der SRC-
Kinasen und MAPK, trägt wesentlich zum hyperproliferierenden Phänotyp der FLT3-
WT/CBL-mutanten Zellen nach Ligandenstimulierung bei. Die Koexpression von CBL-70Z 
oder v-CBL mit FLT3 führt zur konstitutiven Aktivierung der FLT3-Rezeptoren sowie 
STAT5 und AKT. Nach FL-Stimulierung konnten wir eine Hyperaktivierung von STAT5 und 
AKT in FLT3-WT/CBL-70Z und FLT3-WT/v-CBL-Zellen beobachten. An der Interaktion von 
CBL und FLT3 sind die TKB-Domäne des CBL-Proteins und die JM-Tyrosine Y589 und 
Y599 des FLT3-Rezeptors beteiligt. Die Internalisierung der FLT3-Rezeptoren wird durch 
die Koexpression von CBL-70Z nicht verändert. Allerdings ist CBL an der Ubiquitinierung 
und Degradierung von Rezeptoren beteiligt und wir konnten zeigen, dass CBL-WT die 
Dephosphorylierung und Degradierung des FLT3-Rezeptors fördert. Es wurde 
vorgeschlagen, dass die CBL-Deletionsmutanten in dominant-negativer Weise agieren und 
die negativ-regulatorische Funktion von CBL-WT blockieren.  
Wir haben eine CBL-Deletionsmutante in den AML Zelllinie MOLM-13 und MOLM-14 
identifiziert. Dieser CBL-Mutante fehlt Exon 8, das für Teile der Linker- und RING-Finger-
Domäne kodiert, und erinnert an CBL-70Z. Die Entdeckung einer möglicherweise 
transformierenden CBL-Mutante in AML-Zellen unterstützt die Hypothese, dass CBL zum 
malignen Phänotyp der AML beiträgt.  
 
Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass die strukturelle oder funktionelle Inaktivierung 
negativ-regulatorischer Mechanismen das transformierende Potential von FLT3 aktivieren 
kann: 1. Der Verlust der Autoinhibition durch Punktmutationen, die die geordnete 
Konformation der autoinhibitorischen JM-Domäne stören. 2. Die funktionelle Inaktivierung 
eines negativ-regulatorischen Proteins durch ´loss-of-function´-Mutationen. Diese Daten 
unterstreichen die zentrale Rolle von FLT3 in der Leukämogenese und als ein Zielprotein 







In acute myeloid leukemia (AML), two clusters of activating mutations are known in the 
FMS-like tyrosine kinase-3 (FLT3) gene: FLT3-internal tandem duplications (FLT3-ITD) in 
the juxtamembrane (JM) domain in 20-25% and FLT3-point mutations in the tyrosine-
kinase domain (FLT3-TKD) in 7-10% of patients, respectively. Here, we have 
characterized a new class of activating point mutations (PM) that cluster in the JM-S and 
JM-Z region of the juxtamembrane (JM) domain of FLT3 (FLT3-JM-PM). Expression of 
four  FLT3-JM-PM in IL-3 dependent Ba/F3 cells led to factor-independent growth, 
hyperresponsiveness to FLT3-ligand and resistance to apoptotic cell death. FLT3-JM-PM 
receptors were autophosphorylated and showed a higher constitutive dimerization rate  
compared to the FLT3-WT receptor. As a molecular mechanism, we could show activation 
of STAT5 and upregulation of Bcl-x(L) by all FLT3-JM-PM. The FLT3-inhibitor PKC412 
abrogated the factor-independent growth of FLT3-JM-PM. Compared to FLT3-ITD and 
FLT3-TKD mutants, the FLT3-JM-PM showed a weaker transforming potential related to 
lower autophosphorylation of the receptor and its downstream target STAT5. 
Mapping of the FLT3-JM-PM on the crystal structure of FLT3 showed that these mutations 
probably reduce the stability of the autoinhibitory JM domain, and provides a structural 
basis for the transforming capacity of this new class of gain-of-function mutations of FLT3. 
 
The defective downregulation of activated receptor tyrosine kinases (RTKs) is a known 
mechanism of oncogenesis. The RTK FLT3 is expressed in early myeloid and lymphoid 
progenitor cells and plays an important role in the pathogenesis of AML. The Casitas B-
lineage lymphoma (CBL) protein is highly conserved in the evolution und functions as a 
negativ-regulator of cell surface receptor signaling. CBL deletion mutants, that transform 
fibroblasts in vitro, have been isolated from murine retroviruses inducing pre-B and pro-B 
lymphomas. 
We could show that CBL is phosphorylated after FLT3 ligand (FL)-stimulation in FLT3-
expressing Ba/F3 cells and is therefore involved in FLT3 downstream signaling. 
Coexpression of CBL deletion mutants CBL-70Z and v-CBL with FLT3 conferred a 
transforming potential to Ba/F3 cells. The tranforming potential is mediated by FLT3, as 
the selective FLT3 inhibitors SU5614 and PKC412 are able to abrogate the proliferation of 
FLT3-WT/CBL-mutant-expressing cells. Activation of the PI3K/mTOR/AKT-signaling 
pathway, but not activation of SRC and MAPK is essential for the hyperproliferative 





leads to constitutive activation of FLT3 receptors, STAT5 and AKT. After stimulation with 
FL STAT5 and AKT were hyperactivated in FLT3-WT/CBL-70Z- and FLT3-WT/v-CBL-
cells. The interaction of CBL and FLT3 is mediated by the TKB domain of CBL and the JM 
tyrosines Y589 and Y599 of FLT3. Internalization of the FLT3 receptors is not altered by 
coexpression of CBL-70Z. However, CBL contributes to the ubiquitination and degradation 
of different receptors and we could show that CBL-WT promotes the dephosphorylation 
and degradation of FLT3. The CBL deletion mutants are proposed to act in a dominant 
negative manner and prevent CBL-WT from exerting its negative-regulatory function. 
We found a CBL deletion mutant lacking exon 8 in the AML cell lines MOLM-13 and 
MOLM-14. This mutant lacks parts of the linker and RING finger domain of CBL and is 
reminiscent of CBL-70Z. The finding of a potentially transforming CBL mutant in AML cells 
supports the hypothesis that CBL contributes to the malignant phenotype in AML. 
In summary, we have shown that structural or functional inactivation of negativ-regulatory 
mechanisms can activate the transforming potential of FLT3: 1. Loss of autoinhibition by 
point mutations that disturb the proper conformation of the autoinhibitory JM domain. 2. 
Functional inactivation of a negative-regulatory protein by loss-of-function mutations. 
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